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Liste des abréviations

ACV : Aciclovir

BAC : Chromosome Artificiel Bactérien

BSA : Bovine Serum Albumin

CDV : Cidofovir

Cdk : kinase Cycline-dépendante

CHPMPC : Cidofovir cyclique

Clso : Concentration inhibant 50 % 1’infection
Clgo : Concentration inhibant 90 % I’infection
CKT7 : CytoKératinocyte 7

CMH : Complexe Majeur d’Histocompatibilité
CMP : Phosphodiesterase Cyclique Cellulaire
CMVH : Cytomégalovirus humain

CPA : Cellule Présentatrice d’ Antigene

CPV : Cyclopropavir

CTEV : CytoTrophoblastes ExtraVilleux invasifs
CTV : CytoTrophoblastes Villeux

DAB : 3,3'-DiAminoBenzidine

DHODH : DiHydroOrotate DeHydrogenase
DMSO : DiMethyl SulfOxide

E.A : Early Antigen

EGF : Epithelial Growth Factor

EGF-R : Epithelial Growth Factor Receptor
ELISA : Enzyme Linked Immuno Sorbent Assays
FCS : Fetal Calf Serum

GCV : Ganciclovir

GFP : Green Fluorescent Protein

gB : glycoprotéine B

gP : glycoprotéines

GPCMYV : Cytomégalovirus de cochon d’Inde
HCG : Human Chorionic Gonadotropin

HEL : Human Embryonic Lung fibroblasts
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HET : Human Embryonic Tonsil, Fibroblasts
HFF : Human Foreskin Fibroblasts

HHYV : Herpeés Virus Humain

HHV6 : Herpés Virus Humain de type 6

HPL : Human Placental Lactogen

HPLC : High Performance Liquid Chromatography
HSV1 : Herpés Simplex de type 1

HSV2 : Herpés Simplex de type 2

| : Interphase

IDO : Indoleamine 2,3-DiOxygenase

I.E.A : Immediate Early Antigen

IFN-a, B, v : Interféron alpha, béta, gamma
IL : InterLeukine

IMO : Indirubin-3’-MonOxime

i.p : intrapéritonéale

IVG : Interruption VVolontaire de Grossesse
JEV : Virus de I’Encéphalite Japonaise

L.A : Late Antigen

LB : Lymphocyte B

LDH : Lactate DeHydrogenase

LT : Lymphocyte T

M : Mitose

MBYV : Maribavir

MCMYV : Cytomégalovirus murin

MOI : Multiplicité d’infection

MRC-5 : Human Embryonic Lung Fibroblasts
NK : Natural Killer

Pac : cis-acting packaging elements

PARP : Poly ADP-Ribose Polymérase

PCR : Polymerase Chain Reaction

PDGF-R : Platelet Derived Growth Factor Receptor
PECAM-1 : Platelet Endothelial Cell Adhesion Molecule 1
pfu : plaque forming unit

p.i : post-infection
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PI3K : Phospholnositide 3 Kinase

PKC : Protéine Kinase C

PLC : PhosphoLipase C

PFA : Foscarnet

PGH : Placental Growth Hormone

PRb : protéine suppresseur de tumeurs
RCMV : Cytomégalovirus de rat

RhCMV : Cytomégalovirus de macaque rhésus
rpm : rotation par minute

SCID : Severe Combined Immuno Deficience
SCL : SarColectine

SIDA : Syndrome d’ImmunoD¢éficience Acquise
SNC : Systeme Nerveux Central

SNP : Systeme Nerveux Périphérique

ST : SyncytioTrophoblastes

SVF : Sérum de Veau Fcetal

TCR : T-Cell Receptor

TLR : Toll-Like Receptor

TNF-a : Tumor Necrosis Factor alpha

VAC : valaciclovir

VIH : Virus de I’Immunodéficience Humaine

\VVZV : Virus Varicelle Zona
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Le cytomégalovirus humain (CMVH) appartient a la famille des herpes virus. Ce
pathogéne opportuniste infecte 50 a 90 % de la population mondiale selon les zones
géographiques et les groupes socio-économiques. La transmission du CMV est interhumaine.
Elle survient apres un contact direct ou indirect par le biais de la salive, du sang, des larmes,
des urines, des sécrétions oropharyngées, des sécrétions sexuelles ou du lait maternel (Pass et
al. 1982; Pass and Hutto 1986; Nelson and Demmler 1997; Bresson et al. 2003; Kapranos et al.
2003).

Comme tous les herpés virus, le cytomégalovirus persiste de maniére latente dans de
nombreuses cellules et échappe a la réponse immune. Sa réactivation au sein de 1’organisme
peut apparaitre rapidement a la suite d’un déficit immunitaire et [’absence ou le déficit
d’immunité peut conduire a des manifestations viscérales graves. Des réinfections sont
¢galement possibles, compte tenu de 1’existence de souches virales multiples. La capacité du
CMV a se réactiver rend ce virus hautement pathogéne chez les immunodéprimes (séropositifs
pour le virus de I’immunodéficience humaine (VIH), transplantés). Dans 10 % des cas, il est
responsable de symptomes séveres chez ces patients (pneumonie, hépatite...). En revanche,

chez les patients immunocompétents, dans 90 % des cas, aucun symptome n’est décelé.

Le cytomégalovirus est la 1% cause d’infection virale intra-utérine et périnatale. Dans
le monde 1 % des nouveau-nés sont atteints (Kenneson 2007). Le CMVH peut étre transmis de
la mére au feetus ou au nouveau-né par différentes voies. On parle d’infection congénitale
lorsque le feetus est contaminé via le placenta ; d’infection périnatale lorsque le feetus est
infecté lors des contractions précédents 1’accouchement via des micro-breches dans le tractus
génital ou lors de la délivrance par mélanges du sang maternel et feetal; d’infection post-natale
lorsque le nouveau-né est infecté via I’allaitement. La transmission du virus via ’allaitement
est le mode d’infection le plus répandu ; 14 % des meres séropositives excretent du CMV dans
le lait (Hamprecht et al. 2000; Hamprecht et al. 2001) et 8 a 60 % des nouveau-nés agés de
moins de six mois sont infectés (Reynolds et al. 1973; Stagno et al. 1984). La transmission
transplacentaire du virus au feetus se produit dans 35 a 40 % des cas lors d’une primo-infection
et dans 1 & 3 % lors d’une réactivation virale (Stagno et al. 1982). La transmission pourrait
dépendre de 1’age gestationnel de la femme enceinte. La transmission semble étre plus faible
au cours du 1° trimestre de grossesse avec 30 % a 45 % de transmission contre 45 % au cours
du 2" trimestre et 75 % & 80 % au cours du 3°™ trimestre (Griffiths and Baboonian 1984;

Stagno et al. 1986; Bodeus et al. 1999; Revello and Gerna 2004; Kenneson 2007).







L’infection in utero conduit parfois a des séquelles séveres chez les feetus et les
nouveau-nés : 10 a 15 % des nouveau-nés présentent des symptdmes a la naissance
(hépatomégalie, thrombocytopénie, splénomégalie, pétéchies, purpura...) et parmi les 85 a 90
% des nourrissons nés asymptomatiques, 10 % développent au cours des premieres années de
leur vie des séquelles neurologiques (microcéphalie, choriorétinite, calcifications
intracraniennes...) (Stagno et al. 1986). La sévérité des sequelles dépend du stade de gestation.
20 a 30 % des nouveau-nés infectés congénitalement au cours du 1° trimestre de grossesse
présentent des séquelles du systéme nerveux central. Si I’infection est transmise plus

tardivement, le risque de séquelles diminue.

A Theure actuelle, quatre molécules anti-CMVH sont disponibles : le valaciclovir
(VAC) qui est utilisé dans la prophylaxie de I’infection, le ganciclovir (GCV), le cidofovir
(CDV) et le foscarnet (PFA) qui sont utilisés en curatif. Ces molécules ont pour cible la kinase
virale pUL97 (GCV) et/ou I’ADN polymérase virale pUL54 (GCV, CDV, PFA, VAC). Ces
molécules sont virostatiques mais ne permettent pas d’éradiquer le virus de 1’organisme. De
plus, ces drogues sont fortement toxiques et ne permettent pas leur administration chez la

femme enceinte. Le développement de nouveaux antiviraux est donc une nécessité.

L’étude de la physiopathologie de I’infection virale et de la réponse immune, ou encore
I’étude de D’efficacité de nouvelles molécules thérapeutiques fait appel a des modéles
d’infection. Du fait de la spécificité d’espéce étroite du virus, il n’est pas possible de disposer
d’un modéle unique chez la souris ou chez le cochon d’Inde, qui permettrait d’étudier les
différents types d’infection a CMV. Si les modéles de CMV murin sont proches de ceux du
CMYV humain pour I’étude de la réponse immune, celui du cochon d’Inde refléte plus fidélement
I’infection congénitale. En particulier, les cibles des antiviraux diffeérent selon les especes, il
n’est pas possible d’utiliser un CMV animal pour étudier ’ensemble des antiviraux ou en
développer de nouveaux ; il faut faire appel a des modeles humanisés avec des tissus humains,
pour I’é¢tude des souches de CMV humain. Les modé¢les sont développés, ex vivo (explants) et
in vivo (implants de tissus sur souris immunodéficientes (SCID). Ils miment des pathologies
associées au CMV, a partir des tissus infectés. Lorsque nous avons commencé notre travail
aucun modele de souris humanisé n’était disponible pour 1’étude de 1’efficacité et de la toxicité

des antiviraux in vivo, au cours de I’infection congénitale.







Notre travail de recherche a été de développer deux modeles d’infection placentaire ex
Vvivo et in vivo pour I’étude de la propagation du virus au sein des villosités flottantes du
placenta. Le choix s’est porté sur ces structures placentaires en raison de leur réle dans la
transmission du virus de la mére au feetus. Ces modéles miment I’infection placentaire in situ
par deux souches de CMV humain, une souche de laboratoire de référence, AD169, et une
souche clinique P* isolée de I’urine d’un nouveau-né infecté. Ces modeles nous ont permis
d’étudier I’efficacité de nouvelles molécules susceptibles de réduire I’infection placentaire,

apres Vvérification de leur efficacité in vitro.
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Sous famille des herpesviridae Herpés virus humains Taille du génome

(Kb)
a- herpesvirinae
Herpés virus type 1 ou Herpés simplex type 1 (HSV1) 152
Herpés virus type 2 ou Herpés simplex type 2 (HSV2) 155
Herpés virus type 3 ou Virus-Varicelle-Zona (VZV) 125
B-herpesvirinae
Herpés virus type 5 ou Cytomégalovirus (CMV) 227-236
Herpés virus type 6 ou Human Herpés Virus 6 (HHV6) 155-162
Herpés virus type 7 ou Human Herpés Virus 7 144-153
y-herpesvirinae
Herpés virus type 4 ou Virus Epstein-Barr (EBV) 172-173
Herpés virus type 8 lié au Kaposi (KSHV) 134-138

Tableau 1 : Classification des herpes virus humains

(Modifié d’aprés Crough et al. 2009)

HSV
VZV
CMV
EBV
HHV6
HHV7
HHVS

Corps cellulaires des ganglions sensitifs : ganglions de Gasser (HSV1) et ganglions sacrés (HSV2)
Neurones et cellules gliales satellites des ganglions sensitifs rachidiens et des paires craniennes
Cellules CD34 de la moelle, monocytes/macrophages. cellules endothéliales

Lymphocytes B mémoires

Monocytes/macrophages, cellules épithéliales

Cellules mononuclées du sang périphérique, cellules épithéliales

Lymphocytes B

Tableau 2 : Sites de latence des herpés virus humains




A) Cytomégalovirus

)] Cytoméqgalovirus, herpés virus de type 5

a. Généralités sur les herpés virus

i. Classification des herpes virus

La famille des herpés virus humains (HHV) ou Herpesviridae compte une centaine de
virus infectant ’homme et les animaux. Huit sont strictement humains et sont regroupés en trois
sous famille : les a-herpesvirinae, les S-herpesvirinae et les y-herpesvirinae (Tableau 1). Ces
virus appartiennent a une méme famille en raison de caractéristiques structurales communes et
d’une étroite spécificité d’especes. Ce sont tous des virus a ADN. lls sont constitués d’une
capside icosaédrique renfermant I’ADN viral ainsi qu’une enveloppe externe (ou péplos),
dérivée de la membrane nucléaire au sein de laquelle sont enchassées des glycoprotéines de

surface nécessaires au contact virus/cellule hote.

Les herpés virus humains sont largement répandus dans le monde. Leur dissémination
est endémique dans de nombreuses régions. Généralement, les infections a HHV sont bénignes.
Cependant, elles conduisent parfois a une morbidité voire a une mortalité chez certains patients :

les patients agés, les feetus ou les patients immunodéprimés (sidéens, patients transplantés).

Suite a une primo-infection a HHV, symptomatique ou non, le virus persiste dans des
réservoirs cellulaires. Cet état de latence virale est caractéristique des herpés virus humains.
Les infections secondaires, ¢’est-a-dire les réactivations endogenes et les réinfections exogénes
assurent une persistance virale dans 1’organisme toute la vie. Les sites de latence des
Herpesviridae sont multiples et différent par le tropisme cellulaire de chaque virus, ¢’est-a-dire
de sa capacité a infecter un type cellulaire. Les sites de latence des a-herpesvirinae sont les
ganglions neuro-sensitifs. Les glandes sécrétoires, le systeme lymphoréticulaire, les cellules
épithéliales et fibroblastiques sont les sites d’infection latente des S-herpesvirinae. Les y-

herpesvirinae sont présents dans les cellules lymphoides (Tableau 2).
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Figure 1 : Etapes de la réplication virale du CMVH

(Modifiée d’aprés Landolfo et al. 2003)
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Figure 2 : Représentation en 3 dimensions du CMVH

(Modifiée d’apres http://www.levelofhealth.com/main/cytomegalovirus-seronegative-heart-
transplant-recipients-discussion.html)
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Les herpés virus humains se distinguent de la majorité des virus a developpement intra-
nucléaire (adénovirus, papovavirus) par leur capacité a faire synthétiser par la cellule hote, les
enzymes responsables de la synthése de I’ADN viral (thymidine kinase, ADN polymérase) et
de I’assemblage des virions (protéases). Les mecanismes de réplication virale sont similaires
chez tous les virus de la famille des HHV, mais la durée du cycle lytique et les effets
cytopathiques varient selon les virus et les types cellulaires. La réplication virale se déroule en
3 étapes successives : la phase trés précoce ou Immediate Early (IE), précoce ou Early (E) puis
tardive ou Late (L) (Figure 1). Des I’arrét de la réplication, débute la phase lytique, étape
aboutissant a la destruction de la cellule héte. Cette étape est caractérisée par la production de
particules virales infectieuses (pleines) ou immatures (vides) qui, pendant leur migration du
noyau vers la surface de la cellule acquierent leurs enveloppes (tégument et enveloppe externe).
Des glycoprotéines de surface se fixent également sur I’enveloppe externe au cours de cette
migration. Puis les virions sont libérés hors de la cellule héte par bourgeonnement de la

membrane cytoplasmique.

b. Structure du cytomégalovirus

Le cytomégalovirus tient son nom de la cytomégalie qu’il entraine chez les cellules
infectées (Figure 2). Celles-ci sont caractérisées par la présence d’inclusions intranucléaires et
intracytoplasmiques, dites en ceil de hibou. Le CMV, nommé également herpés virus de type 5
est un virus enveloppé de 200 nm de diametre en moyenne. Il est constitu¢ d’un ADN
bicaténaire, d’une capside icosaédrique qui entoure le génome, d’un tégument et d’une
enveloppe virale issue de la membrane de la cellule hote.

- Le génome du cytomégalovirus est le plus grand et le plus complexe des génomes des
herpes virus. Il est constitué d’une molécule d’ADN d’environ 250 000 paires de bases.

- La capside virale ou nucléocapside comporte deux protéines principales : pUL86 qui
représente 90 % des protéines de la capside et pUL85. Ces protéines interviennent dans
I’assemblage de la capside.

- Le tégument ou matrice est situé entre 1’enveloppe lipidique et la capside. Il contient
plusieurs protéines principales : pp65, pp71, ppl50, pp28. Ces protéines jouent des rbles
importants dans les différents stades du cycle viral : entrée du virus dans la cellule héte,

expression des génes, assemblage et sortie des néovirions (Shenk and Stinski 2008).
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Figure 3 : Cycle d’infection du CMVH dans la cellule hbte

(D’aprés Crough et al. 2009)




La phosphoprotéine pUL83 ou pp65 est la plus abondante au sein du tégument et du
virion (95 % de la masse du tegument). Elle est impliquée dans des mécanismes physiologiques
chargés de contrecarrer la réponse immune adaptative et innée (Kalejta 2008). En effet, non
seulement pp65 empéche la reconnaissance des protéines Immediate Early par les composants
du systéeme immunitaire, mais aussi inhibe la synthese de composants impliqués dans la réponse
immune de la cellule hote infectée (Odeberg et al. 2003). La protéine pp71 joue un role
important dans 1’activation de 1’expression des génes Immediate Early (Spaete and Mocarski
1985). Les protéines pp150 et pp28 interviennent dans 1’assemblage et la sortie des particules
virales hors de la cellule héte. La protéine ppl150, deuxiéme protéine la plus abondante du
tégument, joue un réle dans I’incorporation des nucléocapsides dans les particules virales
(Varnum et al. 2004).

- L’enveloppe virale dérive de la membrane nucléaire et de la membrane cytoplasmique
de la cellule infectée. Elle porte a sa surface des glycoprotéines (gp) : gB, gH, gL, gO, gM et
gN, codées respectivement par les génes UL55, UL75, UL115, UL74, UL100 et UL73. Ces
protéines sont essentielles a I’absorption de la particule virale sur les récepteurs cellulaires, a la
fusion des membranes virales et cellulaires, ainsi qu’a I’assemblage et a la libération des

néovirions produits par la cellule héte infectée (Keay and Baldwin 1992; Navarro et al. 1993).

c. Cycle d’infection du cytomégalovirus (Figure 3)

i. Fixation du virus et pénétration dans la cellule hote

+ Fixation du virus a la membrane cellulaire

La fixation du virus a la cellule héte fait appel a plusieurs composants cellulaires
(récepteurs) et viraux (glycoprotéines).

Le CMV ne possede pas de récepteurs spécifiques. Pour pénétrer dans la cellule, le virus
utilise des récepteurs cellulaires, notamment le récepteur a 1’Epithelial Growth Factor (EGF-R)
et au Platelet Derived Growth Factor (PDGF-R), ainsi que des co-récepteurs, 1’annexine 11, les
protéoglycanes héparine-sulfate ou la f2-microglobuline (Compton et al. 1993; Wang et al.
2003; Compton 2004; Wang and Shenk 2005; Bentz and Yurochko 2008; Soroceanu et al.
2008).




Figure 4 : Voie de signalisation cellulaire NFxB

(D’apres Sino biological Inc.)




La liaison du virus aux récepteurs est possible grace aux glycoprotéines situees sur la
membrane virale (gH/gO/gL) (Theiler and Compton 2001). Le virus pénétre ensuite par fusion
de son enveloppe avec la membrane cytoplasmique par endocytose. La liaison virus/cellule
déclenche une cascade de signalisation cytoplasmique, impliquée dans 1’activation de la

réplication virale.

+ Activation de la cascade de signalisation cellulaire (Figure 4)

Dés leur contact avec les cellules cibles, les particules virales induisent des
modifications du métabolisme cellulaire qui influent sur la physiologie, en altérant I’expression
des genes cellulaires.

La liaison du virus au récepteur induit 1’activation de la phospholipase C (PLC),
permettant une libération accrue de calcium intracytoplasmique. La différence d’homéostasie
conduit au passage de facteurs de transcription NFkB, Sp1, ERK1 et ERK2 dans le noyau de la
cellule héte (Yurochko et al. 1997; Colimon and Minjolle 2002). Ces facteurs conduisent a la
transcription de génes viraux, permettant le détournement de la machinerie cellulaire. Le CMV
en inhibant la synthése de I’ ADN cellulaire, optimise la réplication de son propre ADN (Kovacs
et al. 1996; Fortunato and Spector 1998; Lu and Shenk 1999). L’ensemble des perturbations du

cycle cellulaire pourrait conduire a des conséquences physiologiques néfastes chez le feetus.

ii. Réplication virale

La synthése de I’ADN viral débute 16 heures apres 1’infection dans le noyau de la cellule
hote. Elle nécessite 1’activité de protéines virales et de protéines cellulaires (Mocarsky and
Courcelle 2001). Le CMV n’inhibe pas la synthése de macromolécules cellulaires, mais stimule
la transcription et la traduction cellulaire. Celui-ci développe des stratégies pour stimuler les
voies biochimiques impliquées dans la biosynthése des précurseurs de I’ADN. Au cours du
cycle cellulaire, il est responsable de I’activation de la translocation nucléaire de Cdk2, induit
les cyclines E et B, active I’hyperphosphorylation de la protéine Rb et les proto-oncogenes c-
myc, c-jun et c-fos (Jault et al. 1995; Bresnahan et al. 1996; Bresnahan et al. 1997; Salvant et
al. 1998).







Malgré I’induction de la phase S du cycle cellulaire dans les cellules infectées, la réplication
de ’ADN et la division cellulaire sont empéchées par le virus, qui par compétition stimule
I’expression d’enzymes cellulaires conduisant ainsi a la synthése de précurseurs de ’ADN
(Fortunato et al. 2000; Kalejta and Shenk 2002).

La réplication du CMV se déroule, comme pour les autres herpesviride, en 3 phases : « trés
précoce » avec synthese de protéines activatrices ; « précoce » avec synthese de protéines
enzymatiques dont I’ADN polymérase virale pUL54, protéine indispensable a la réplication
virale ; et « tardive » avec synthése de protéines contribuant a I’assemblage et a la morphologie
des virions (composants protéiques de la capside et des glycoprotéines d’enveloppe). La
réplication de I’ADN viral sépare les phases précoces et tardives.

Elle s’effectue selon un modele du « cercle roulant ». Apreés la libération et la translocation
dans le noyau, I’ADN viral est circularisé puis répliqué en une multitude de copies assemblées
bout a bout, formant une longue molécule d’ADN bicaténaire nommée concatémere. Chaque
unité de génome est liée a des séquences répétées et inversées riches en base AT (les séquences
pac, cis-acting packaging elements)), qui sont des signaux de clivage et d’encapsidation
(Mocarsky and Courcelle 2001).

iii. Encapsidation

L’encapsidation du génome viral fait appel a plusieurs protéines nommées les terminases.
Ce sont des complexes hétéro-oligomériques qui permettent la reconnaissance, le clivage et la
translocation des unités de génome dans les capsides néoformées. La reconnaissance des
séquences pac par la protéine virale pUL56 permet le premier clivage de I’ADN et la fixation
du complexe pUL56/ADN a la terminase pUL89. Le complexe pUL56/pUL89 se fixe ensuite
a la protéine « portail » de la capside pUL104, qui permet le transfert de I’ADN viral dans la
capside. Le complexe pUL56/pUL89 est responsable du 2°™ clivage de I’ADN, permettant sa
libération dans la capside, puis se dissocie pour permettre une nouvelle encapsidation (Bogner
et al. 1998).







iv. Tégumentation et libération des néovirions

Les protéines du tégument synthétisées au cours de la phase tardive de la réplication de
I’ADN viral, et notamment pp28, pp71, pp150 et pp65, forment des amas qui s’agrégent autour
des capsides pour former une substance amorphe, le tégument. Les nucléocapsides ainsi
entourées du tégument sortent du noyau de la cellule héte ou elles acquiérent une premiere
enveloppe, derivée du feuillet interne, par bourgeonnement de la membrane nucléaire (Gibson
1996). Ces virions traversent la lumiere, fusionnent avec le feuillet externe de la membrane
nucléaire ou la membrane du réticulum endoplasmique, perdent leur premiere enveloppe et
migrent dans le cytoplasme. Les virions deviennent alors matures par acquisition de leur
tégument. Les capsides « tégumentées » recoivent ensuite leur enveloppe définitive par liaison
aux vésicules de Golgi (Sanchez et al. 2000). Les particules matures sont retenues dans ces
vesicules et sont transportées a la surface de la cellule héte via le réseau golgien. Aprés leur
accumulation dans le cytoplasme, les virus infectieux sont sécrétés dans le milieu extracellulaire

environ 72 heures post-infection (Landolfo et al. 2003).

1) Physiopathologie de ’infection 8 CMVH

a. Modes de transmission du cytomégalovirus

L’infection a CMVH est endémique et présente dans le monde entier. La transmission
de ce pathogéne opportuniste est interhumaine en raison de sa haute spécificité. Sa
séroprévalence varie selon les zones géographiques et les groupes socio-économiques : 50 a 90
% d’individus sont porteurs du CMVH dans le monde (Staras et al. 2006). Le CMV est
ubiquitaire. Il est capable d’infecter un grand nombre de types cellulaires (cellules

endothéliales, épithéliales, fibroblastiques...).

La transmission du CMVH peut étre horizontale, c’est-a-dire via les sécrétions
corporelles : urines, sécrétions cervicales, lait, sperme, salive ou larmes. Le CMVH peut étre
transmis également par la voie iatrogéne, c’est-a-dire par le sang et les organes de donneurs
séropositifs au CMVH.




In vitro

Fibroblastes

Astrocytes

Cellules musculaires lisses
Cellules endothéliales
Macrophages

Cellules dendritiques

Cellules épithéliales
Trophoblastes

Cellules stromales de la moelle
Mégacaryocytes

Cellules souches hématopoiétiques
Hépatocytes

In vivo

Cellules épithéliales

- Glandes salivaires

- Foie

- Reins

- Estomac

- Intestin ...
Rétinocytes
Fibroblastes
Astrocytes
Cellules musculaires lisses
Cellules endothéliales
Macrophages
Trophoblastes
Endomyocarde
Mésenchyme pulmonaire
Cellules stromales de la moelle
Hépatocytes

Tableau 3 : Tropisme cellulaire du cytomégalovirus

(Modifié d’aprés Fish et al. 1996, 1998; Sinzger et al. 1996, 1999; Bodaghi et al. 1999;

Fisher et al. 2000)




Le cytomégalovirus est la 1°® cause d’infection congénitale virale ; on parle alors de
transmission verticale. L’infection congénitale survient in utero via le placenta et conduit
quelquefois a des villites chroniques, pathologies du placenta caractérisées par des foyers
d’infiltrats inflammatoires lymphohistiocytaires (Sachdev et al. 1990; Nakamura et al. 1994).
Le passage du virus a travers le placenta est encore mal connu. Il pourrait suivre deux
directions : a travers les cytotrophoblastes extravilleux des villosités d’ancrage ou a travers les
syncytiotrophoblastes des villosités flottantes vers 1’espace intervilleux (Altshuler and
McAdams 1971; Becroft 1981).

Un pour cent des nouveau-nés excrétent le virus dans les urines. L’infection peut étre
périnatale via le tractus génital ou lors de la délivrance par mélanges du sang maternel et foetal
ou post-natale via le lait maternel. Ce dernier mode de transmission reste le plus répandu dans
le monde : 8 a 60 % des enfants sont infectés au cours de leur six premiers mois de vie par

I’alimentation au lait maternel contaminé au CMVH (Reynolds et al. 1973; Stagno et al. 1984).

Certains sujets sont hautement contaminateurs en raison de leur excrétion virale en
grande quantité et/ou sur des périodes prolongées. C’est notamment le cas des sujets dont la
primo-infection est récente ou de patients souffrant de déficits immunitaires. En effet, les
principales sources du virus sont les enfants infectés in utero, chez lesquels le virus est retrouvé
en grande quantité dans la salive et ’'urine au cours des premiers mois de la vie ; et les
immunodéprimés, en raison de leur capacité diminuée a juguler les infections actives (Mayaud
et al. 1999).

b. Tropisme cellulaire du cytomégalovirus (Tableau 3)

L’acquisition du virus CMVH par les voies respiratoires, sexuelles, sanguines ou
maternofcetales est suivie par une dissémination sanguine au cours de laquelle le virus se
propage aux organes. In situ, le CMVH est capable d’infecter une grande variété de cellules
telles que les macrophages/monocytes/dendritiques, les cellules épithéliales, les cellules
endothéliales, les cellules musculaires lisses, les fibroblastes, les cellules stromales, les
neutrophiles, les hépatocytes (Plachter et al. 1996; Sinzger and Jahn 1996), les cellules
progenitrices neuronales, les neurones et les astrocytes (Luo et al. 2008). La phase de
contamination systémique s’accompagne d’une excrétion virale persistante dans les liquides

biologiques, a I’origine de contaminations.




Primo-infection
Sécrétions corporelles
Allogreffes
Transfusions sanguines

—— > Dissémination sanguine

Réinfection

Sang, greffon

Dissémination aux organes

Excrétionvirale

Latence

Stimulation allogénique, immunaodépression

Réactivation

Fiqure 5 : Physiopathologie de ’infection a CMVH




Du fait de la distribution ubiquitaire des cibles cellulaires du virus, tout organe peut étre
atteint. En effet, ’estomac, le foie, ’intestin et les reins sont souvent le siége de manifestations

pathologiques.

Cependant, le tropisme cellulaire differe entre les souches cliniques et les souches de
laboratoire. Ce tropisme cellulaire est basé sur un flot génétique de tropisme comprenant trois
ORF : UL128, UL130 et UL131A. Ces trois genes seraient actifs dans les souches cliniques
mais inactifs dans les souches de laboratoire, perdus aprés de nombreux passages sur
fibroblastes (Jarvis and Nelson 2007).

c. Latence et réactivation (Figure 5)

La latence est une des caractéristiques majeures des infections a Herpesvirida. Les sites
de latence du CMVH sont multiples. En effet, ce virus peut étre retrouvé sous forme latente
dans les monocytes du sang périphérique, les cellules endothéliales, les cellules épithéliales, les
cellules musculaires lisses ainsi que dans les progéniteurs des macrophages et des cellules
dendritiques (Sinclair and Sissons 1996; Hahn et al. 1998).

La latence virale est rendue possible par inhibition de la division cellulaire et ainsi
inhibition de la réplication productive de virus. La réactivation du virus survient en réponse a
une immunodépression, une inflammation, une infection ou un stress (Mutimer et al. 1997;
Kutza et al. 1998; Prosch et al. 2000).

A I’heure actuelle, les mécanismes de réactivation du CMV ne sont pas bien établis. La
réactivation virale pourrait étre activée par stimulation allogénique. En effet, le systéme
immunitaire favorise la réactivation du virus en synthétisant des cytokines telles que le Tumor
Necrosis Factor, TNF-a ou I’interféron IFN-y conduisant a la transcription des génes Immediate
Early du CMV (Stein et al. 1993; Prosch et al. 1995; Soderberg-Naucler et al. 1997). La
réactivation du CMV peut également se produire suite a un stress via la libération de
catécholamines, d’épinéphrine ou de norépinéphrine (Prosch et al. 2000) ou via la libération
des prostaglandines pro-inflammatoires (Kline et al. 1998), conduisant a 1’augmentation

d’AMPc qui stimule a son tour le promoteur IE.
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d. Systéme immunitaire et CMV

L’infection a CMV conduit a ’activation d’une réponse immunitaire qui confére au
patient une protection contre le virus. En revanche, lorsque le virus persiste dans 1’organisme a

I’état de latence, le systeéme de défense n’est pas capable de le détecter et ainsi de 1’éliminer.

Suite a une primo-infection, le systeme immunitaire combat le virus par deux
mécanismes, I’immunité innée et I’'immunité adaptative. Cette derniére regroupe la réponse
humorale et la réponse a médiation cellulaire, faisant intervenir les lymphocytes T CD4, CD8

et 0.

L’infection CMVH peut débuter par sa liaison aux récepteurs « Toll-Like Receptor »
(TLR), ce qui active diverses voies de transduction. En effet, la liaison CMV/TLR conduit a la
sécretion de cytokines pro-inflammatoires, qui recrutent des cellules de I’'immunité innée, et a
la sur-régulation de molécules co-stimulantes telles que les CD80 et CD86, qui permettent

I’activation de I’immunité adaptative.

i. Immunité innée (Figure 6)

In vivo, il a été montré que la liaison de CMV murin aux TLR9 et TLR3 conduit a la
production d’IFN-a et B via les cellules dendritiques et les macrophages, et permet ainsi
I’activation des cellules Natural Killer (NK) (Tabeta et al. 2004; Delale et al. 2005; Hokeness-
Antonelli et al. 2007). Ces cellules lymphoides exercent une action cytotoxique sur les cellules
infectées qui présentent une altération de 1’expression des molécules de classe 1 du complexe
majeur d’histocompatibilité (CMH).

La liaison du complexe de glycoprotéines virales gB/gH aux TLR2 conduit également
a la production de cytokines pro-inflammatoires (Compton et al. 2003; Boehme et al. 2006).
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(D’aprés Crough et al. 2009)




ii. Immunité adaptative (Figure 7)

+ Réponse humorale

Les anticorps ne jouent qu’un rdle modeste dans I’immunité anti-CMV. En effet, ces
immunoglobulines ont un impact restreint sur la dissémination et la réplication du virus, car
seules les particules virales extracellulaires peuvent étre la cible de ces anticorps neutralisants.
Sachant que la propagation virale se fait essentiellement par passage de cellule a cellule, la
faible libération des virions dans le milieu extracellulaire ne permet pas une réponse humorale
suffisamment intense pour combattre le virus (Segondy and Salhi 1995). Dans 50 % des cas, la
cible de ces anticorps est la gB, glycoprotéine virale intervenant dans I’attachement et la
pénétration du virus dans la cellule héte (Marshall et al. 1992). La glycoprotéine gH qui
intervient dans la fusion de I’enveloppe virale avec la membrane cellulaire, active également la

réponse humorale (Rasmussen et al. 1991).

+ Réponse médiée par les lymphocytes T

En réponse a I’infection, I’immunité médiée par les cellules T a une action prédominante
contre la réplication virale CMVH. Bien que le virus ne soit pas éradiqué par la réponse
immune, les lymphocytes T CD4", CD8" et y3 jouent un réle important dans le contrdle et la
limitation de la réplication du CMV.

o Role des CD4*

Les lymphocytes LT CD4" ou helper jouent un réle central voire indispensable dans
I’immunité adaptative, en activant la réponse humorale ainsi que la réponse cytotoxique via les
LT CD8". Bien que les réponses anticorps et LT CD8" soient fonctionnelles, 1’absence de CD4*
ne permet pas de controler la réplication virale (Gamadia et al. 2004). En effet, un déficit
immunitaire touchant les CD4" induit par des traitements immunosuppresseurs, s’accompagne
d’infections 8 CMV persistantes, souvent cliniquement séveres, traduisant ainsi 1’absence de

contréle du systéme immunitaire.







Suite a I’infection CMVH, les LT helper reconnaissent a la surface des cellules
présentatrices d’antigénes (CPA) (macrophages, cellules dendritiques ou lymphocytes B) les
épitopes spécifiques du CMV via leur récepteur T-Cell Receptor (TCR). L’internalisation du
complexe TCR/antigene, sous 1’action de I’interleukine 1 produite par les CPA, va conduire a
la production de clones de LT CD4" helper spécifique a 1’épitope détecté du CMV. Ces LT vont
activer la réponse T cytotoxique via leur production de cytokines telles que I’interleukine 2, 12

ou I’I[FN-y, et activer les lymphocytes B via leur sécrétion d’interleukines 1L-4, 5, 10 et 13.

o Role des CD8*

Les lymphocytes T CD8" exercent une activité cytotoxique sur les cellules infectées par
le CMV. Dans des modéles murins, il a été montré que ces lymphocytes jouent un réle anti-
CMYV indispensable. En effet, I’élimination de ces cellules coincide avec une augmentation du
niveau de réactivation et de dissémination de 1’infection virale (Reddehase et al. 1985).

L’activité des lymphocytes CD8" est dépendante de cytokines telles que I’'TFN-y et I’IL-
2, produites par les LT CD4" (Gamadia et al. 2003). Suite a cette stimulation, les LT CD8* vont
produire des médiateurs cytotoxiques tels que la perforine et le granzyme B qui vont alors
entrainer des Iésions membranaires sur la cellule héte. Les lymphocytes T CD8* mémoire,

sensibilisés aux protéines du CMV, persistent dans 1’organisme.

Chez les patients immunocompétents, les réponses T helper et cytotoxique dirigées
contre le CMV se maintiennent a un niveau éleveé, ce qui est probablement indispensable au
contréle de la réplication virale par le systtme immunitaire. La persistance d’un niveau élevé
de ces réponses LT pourrait traduire une stimulation répétée du systéeme immunitaire, par

exemple, par de nombreuses réactivations virales.

o Role des y6

Les lymphocytes LT yd représentent moins de 6 % des lymphocytes T dans le sang chez
les humains. Néanmoins, ils jouent un role clef dans le systeme immunitaire contre les
infections virales telles que celles a herpés simplex de type 1 (Sciammas et al. 1997) ou au
CMVH.







Chez les patients ayant recu une greffe de rein, I’augmentation de LT de 5 a 40 % des
LT totaux est corrélée a I’infection de CMVH (Dechanet et al. 1999). Le niveau d’antigénémie
élevé est associé a la sévérité des maladies a CMV (Lafarge et al. 2001).

Ces lymphocytes ont montré une efficacité contre le cytomégalovirus murin MCMV
(Ninomiya et al. 2000; Cavanaugh et al. 2003). Les souris infectées par le MCMV présentes
une accumulation de LT v dans les glandes salivaires (Cavanaugh et al. 2003). L’épuisement
de ces lymphocytes conduit a une augmentation de la charge virale de CMV chez les souris
(Ninomiya et al. 2000).

iii. Echappement du CMV au systéme immunitaire

Le CMV, comme la plupart des herpés virus, possede une multitude de stratégies visant
a défier le systeme immunitaire. Lors de la phase précoce de I’infection, la protéine kinase virale
pp65 phosphoryle la protéine Immediate Early 1 (Gilbert et al. 1996). Celle-ci bloque a son tour
le processus de présentation des antigeénes dérivés d’LE via les molécules CMH de type 1
conduisant ainsi a inhiber la réponse des LT cytotoxiques spécifiques aux I.E de type 1 (Gilbert
etal. 1993; Gilbert et al. 1996). De la méme maniére, le CMV inhibe 1’expression membranaire
des molécules de classe 1, via I’expression des génes viraux US2, US3, US10 et US11 qui sont
responsables de la séquestration et la dégradation des molécules de classe 1 dans la cellule
infectée via le protéasome (Furman et al. 2002b; Furman et al. 2002a).

Dans les cellules infectées par le CMV, la présentation de ’antigéne a travers les
molécules du CMH de type 2 est inhibée, suite a la libération d’IFN-y, via 1’expression des
génes viraux US2 et via I’expression des protéines LE et E (Miller et al. 1998; Miller et al.
1999).

L’action inhibitrice du CMV sur I’expression des molécules de classe 1 et 2 altere
probablement I’intensité des réponses T helper et cytotoxique spécifiques du CMV.

L’inhibition de I’expression des molécules de classe 1 devrait rendre les cellules
infectées plus sensibles a I’action des cellules NK. Au contraire, les génes UL18 et UL40 du
CMV codent des analogues de molécules du CMH de classe 1 qui sont exprimés a la surface
des cellules infectées et qui se lient avec le récepteur NKG2A/CD94 des NK. Les analogues
provoquent ainsi 1’inhibition de 1’activité cytotoxique des NK (Reyburn et al. 1997; Tomasec
et al. 2000).




Systéemes - organes touchés Pathologies associées

> Fiévre prolongée Céphalées, Myalgies, Syndrome
mononucléosique, Cytolyse

+ Atteintes Neurologiques Syndrome de Guillain-Barré, Encéphalite,
Myélite, Encephalomyéloradiculite,
Méningites, Rhombencéphalites

+ Atteintes Digestives Hépatite cholestasique, Oesophagite ulcérée,
Foie, (Esophage, Estomac, Intestin gréle, Gastrite, Ulceres, lléite, Entéropathie
Colon exsudative, Colite ulcéreuse
+ Atteintes Cardiovasculaires Myocardite, Péricardite (rare)
+ Atteintes Pulmonaires Toux séche, Pneumopathie
+ Atteintes Hématologiques Thrombopénie, Anémie hémolytique (rare)
+ Atteintes Dermatologiques Rash cutané type morbilliforme ou

rubéoliforme, Purpura, Lésions érythémateuses
avec desquamation

+ Atteintes Ophtalmologiques Retinite, Uvéite, Choriorétinite, Conjonctivites

> Infections séveres a CMV

+ Atteintes Multiviscérales Atteinte grave hépatique, pulmonaire, systeme
nerveux central ...

Tableau 4 : Manifestations cliniques chez 'immunocompétent




Le CMV code une variété de protéines associées a 1’échappement au systéme
immunitaire. En effet, quatre genes du CMV (UL33, UL78, US27 et US28) codent des
homologues du récepteur des protéines G a 7 domaines transmembranaires (Chee et al. 1990;
Margulies et al. 1996), un homologue de I’'IL-10 (UL111a) (Kotenko et al., 2000), un récepteur
viral TNF (UL144) (Benedict et al. 1999) ; ainsi que des agents anti-apoptotiques (UL36, UL37)
(Goldmacher et al. 1999; Skaletskaya et al. 2001).

Le cytomégalovirus est capable d’altérer par différents mécanismes les réponses
immunitaires dirigées contre lui. La persistance du virus résulte donc d’un équilibre subtil entre

le virus et le systeme de défense, démontrant la remarquable adaptation du virus a son hote.

e. Manifestations cliniques et épidémiologie

i. Infection chez le patient immunocompétent

La primo-infection a cytomégalovirus chez le patient immunocompétent passe souvent
inapercue puisqu’elle est le plus souvent asymptomatique (dans 90 % des cas). Les
manifestations cliniques, lorsqu’elles existent, vont d’une fiévre isolée et spontanément
régressive jusqu’aux formes graves nécessitant un traitement antiviral et/ou une hospitalisation.
Le cytomégalovirus peut engendrer chez le patient sain des manifestations cliniques :
neurologiques, digestives, cardiovasculaires, pulmonaires, hématologiques, dermatologiques

ou ophtalmologiques (Tableau 4) associées a une fievre prolongée (généralement > 39°C).

ii. Infection chez le patient immunodéprimé (Tableau 5)

+ Séropositifs VIH

La maladie a cytomégalovirus au cours du Syndrome d’Immunodéficience Acquise
(SIDA) est une conséquence de la réactivation endogeéne de I’infection 8 CMV induite par

I’immunodépression sévere du SIDA.




Svstemes - oraanes touchés Patholoaies associées

+ Systeme digestif Hépatite

+ (Eil Reétinite

+ Systéme nerveux central Encéphalite, Ventriculoencéphalite
+ Systéme nerveux périphérique Myelite, Myéloradiculite

Neuropathie multifocale

+ Poumons Pneumonie
+ Peau Dermatose

+ Pancreéas Pancréatite
+ Ceeur Myocardite
+ Appendice Appendicite

Tableau 5 : Manifestations cliniques chez le patient VIH?*

Svstemes - oraanes touchés Patholoaies associées
+  Foie Hépatite
+  Poumons Pneumonie
+  Reins Néphrite
+  Moelle osseuse Thrombocytopénie
+  Systéeme lymphatique Lymphadénopathie

Tableau 6 : Manifestations cliniques chez le transplanté d’organes




Au sein de la population de patients séropositifs VIH, la séroprévalence pour le CMV est
tres élevée (environ 85 %) (Robain et al. 1998). Elle dépend de la voie de contamination : > 95
% chez les patients infectés par voie sexuelle contre 75 & 78 % chez patients toxicomanes
(infection via voie intraveineuse). Dans 70 % des cas, la rétinite est la principale manifestation
clinique chez ces patients (Casado et al. 1999). L’infection a CMV peut provoquer des atteintes
digestives dans I’ensemble du tube digestif (15 a 30 %) et neurologiques (5 a 10 %). Les
systemes nerveux central (SNC) et périphérique (SNP) peuvent étre touchés par le CMV
(pathologies associées au SNC : encéphalite, ventriculoencéphalite ; pathologies associées au
SNP : myélite, myéloradiculite, neuropathie multifocale) (McCutchan 1995). Chez ces patients,
le CMV peut également atteindre d’autres organes mais de maniére plus rare : pneumonies <5

% des cas ; atteinte cutanée, pancréatique, myocardite, appendicite.

+ Transplantés d’organes (Tableau 6)

L’infection a CMV est responsable d’une grande morbi-mortalité chez les patients
receveurs d’organes. Environ 60 % des transplantés sont seropositifs au CMV. Parmi eux, 50
% développent une infection a CMV et 25 % une maladie a CMV. Lorsque le donneur est CMV
négatif, le risque de développer une infection est de 60 %, ou de développer une maladie a
CMV est de 30 a 50 %. Généralement, chez le patient transplanté, I’infection survient pendant
la 1°® année suivant la fin de traitement prophylactique anti-CMV. Le risque d’infection du
transplanté et les manifestations cliniques associées dépendent du niveau d’immunosuppression
ainsi que de 1’organe transplanté (Razonable; Duncan et al. 1991; Ettinger et al. 1993; Zamora
2004; Humar et al. 2005) (Tableau 7). De la méme maniére que pour les patients
immunocompétents, 1’infection peut étre asymptomatique ou symptomatique (ficvre associée
a : hépatite, lymphadénopathie, thrombocytopénie, pneumonie, pancréatite, néphrite...)
(Fishman 2007).

L’infection a CMV est également associée a des effets indirects : rejet du greffon,
athérosclérose accélerée ou co-infection, qui réduisent aussi bien la viabilité de 1’organe
transplanté que la survie du patient. Il a été montré que le CMV peut agir comme un co-facteur
dans la progression du SIDA, via I’activation de promoteurs cellulaires Ou viraux par ses

protéines Immediate Early (Davis et al. 1987; Robain et al. 2001).




Organes transplantés CMV CMYV Receveur*

Donneur*/Receveur-
Reins - pancréas 45265 % 8a10%
Foie 45265 % 8a19%
Ceeur 29274 % 20240 %
Poumons 40292 % 54260 %

Tableau 7 : Incidence de ’infection a CMVH chez les transplantés
d’organes

(Modifié d’aprés Duncan et al. 1991; Ettinger et al. 1993; Zamora et al. 2004; Humar
et al. 2005; Razonable et al. 2010)

Systémes-organes touchés Symptomes
- Pancréas Pancréatique
* Moelle osseuse Insuffisance médullaire
- Systeme digestif Ulcére muqueuse épithélium
- Sang Cystite hématurique
- Systéme nerveux central Encéphalite (rare)
* Eil Rétinite (rare)
+- Poumons Pneumonie

Tableau 8 : Manifestations clinigues chez le receveur de cellules
souches hématopoiétigues




+ Receveurs de cellules souches hématopoiétiques (Tableau 8)

Lors de greffes allogeniques de cellules souches hématopoiétiques, le risque d’infection
et/ou de maladie a CMV est élevé. En effet, le systeme immunitaire du receveur de la greffe est
fortement inhibé ainsi que la stimulation allogénique des cellules mononucléées ce qui favorise

la réplication et la propagation virale.

La pneumonie a CMV est la manifestation clinique la plus fréquente et la plus grave chez
ces patients transplantés. Avant 1’apparition de traitements antiviraux efficaces, elle survenait
chez 10 a 30 % des receveurs d’allogreffes, et était responsable de 85 a 95 % de déces. A I’heure
actuelle, la pneumonie a CMV est rare en raison des progres effectués dans la prise en charge
de la maladie (détection rapide de I’infection a CMV avant le développement de la maladie ;
traitements efficaces). Depuis, I’insuffisance médullaire est devenue la premiére cause de
morbidité et de mortalité liée a I’infection a CMV. Ce virus touche également le tube digestif
(ulcéres de la muqueuse de I’épithélium digestif), la vessie (cystite hématurique), le foie, le

systéme nerveux central (encéphalite, trés rare), I’ceil (rétinite, extrémement rare) (Devergie et

al. 1994).

iii. Infection congénitale, pré et post-natale

Le cytomégalovirus humain est la premiére cause d’infections virale intra-utérine et
périnatale dans le monde (Numazaki and Chiba 1997). Il est la premiere cause de surdité et de
déficit intellectuel d’origine virale, affectant 0,5 a 2,5 % des nouveau-nés (Stagno et al. 1986;
Fowler et al. 1992; Revello et al. 2002). Dans ce contexte, il peut étre transmis par trois voies
distinctes : via le placenta (infection congénitale) ; via les sécrétions génitales de la mere lors
de I’accouchement (infection périnatale) (Alford et al. 1990) ; ou via I’allaitement (infection
post-natale) (Stagno et al. 1980; Vochem et al. 1998).

Les manifestations cliniques liées a I’infection a CMV chez le feetus et le nouveau-né sont
nombreuses : retard de croissance intra-utérin, microcéphalie, hépatomégalie, splénomégalie,

pneumonie, calcifications ventriculaires du cerveau.
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Figure 8 : Manifestations clinigues chez le foetus et le nouveau-né
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Figure 9 : Epidémiologie de l’infection congénitale

(Modifiée d’apreés Stagno et al. 1986; Peckham et al. 1987; Ramsay et al. 1991; Fowler et
al. 1992)
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Les complications tardives liées a I’infection du feetus et du nouveau-né sont : ictere
néonatal prolongé, épilepsie, choriorétinite, atrophie optique, purpura, pétéchies, retard
psychomoteur, retard de langage, probléme d’apprentissage ou déficits neurosensoriels
(Peckham 1989) (Figure 8).

Lors de primo-infections de la mére, 40 % des nouveau-nes sont contaminés par voie intra-
utérine (Burton and Watson 1997), dont 10 a 15 % des enfants présentent une infection
symptomatique a la naissance (1/6 decédent, 2/6 présentent des séquelles sévéres :
microcéphalie, calcifications intracraniennes et 3/6 présentent des sequelles modérée : surdité
dans 30 a 65 % des nouveau-nés) et 90 % sont asymptomatiques (Peckham 1989). Parmi ces
derniers, 5 a 15 % développent des séquelles neurologiques dans les premiéres années de la vie
caractérisées par un retard mental, une surdité (Williamson et al. 1982; Stagno et al. 1986;
Peckham et al. 1987; Ramsay et al. 1991; Fowler et al. 1992) (Figure 9).

Lors d’infections post-natales, 40 a 96 % des meres séropositives transmettent le CMV au
nouveau-neé via I’allaitement (Meir 2005). La sécrétion de virus dans le lait semble débuter la
premiere semaine post-partum avec une faible charge virale, atteindre un maximum dans les 4
a 8 semaines suivant 1’accouchement pour enfin décliner entre les semaines 9 a 12 post-
accouchement. En revanche, le mécanisme et le site de réactivation du CMV dans le lait ne sont
pas connus a I’heure actuelle. Suite a I’ingestion de lait contaminé, le virus est capable d’infecter

I’cesophage, le pharynx ainsi que les voies aériennes supérieures (Stagno et al. 1982).

Bien que I’'immunité maternelle réduise la fréquence de transmission virale mére/feetus (1
% en cas d’immunisation maternelle antérieure a la grossesse), la sévérité de la maladie a CMV
est similaire voire inférieure chez les nouveau-nés entre les infections récurrentes ou primaires
(Stagno et al. 1982; Ahlfors et al. 1999; Boppana et al. 1999; Ahlfors et al. 2001; Boppana et
al. 2001). En revanche, dans 42 % des cas, une primo-infection conduit a 1I’avortement spontané

du feetus, contre 19 % lors d’infection récurrente (Rahav et al. 2007).

I11) Diagnostic de I’infection 8 CMV

Le diagnostic de I’infection a cytomégalovirus permet de déefinir et de limiter les risques

liés a I’infection et aux maladies a CMV.
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Le choix de la determination du diagnostic dépend du statut de chaque patient. Le choix
de la recherche parmi les différents marqueurs virologiques est particulier & chaque cas
clinique : patient sidéen, patient transplanté ou suspicion d’infection congénitale. Dans tous les

cas, il est capital de différencier I’infection active de I’infection latente.

Plusieurs techniques de détection et/ou de quantification peuvent étre utilisées : la
détection de virus sur culture de fibroblastes, la détection d’antigénes par immunofluorescence,
la détection d’acides nucléiques par PCR en temps réel ou la détection d’immunoglobulines

dans le sang des patients (sérologie).

a. Techniques de détection de I’infection 3 CMVH

En fonction des circonstances cliniques observées chez le patient, le choix des
prélevements est différent. La présence du virus ou de ses structures (antigenes et acides
nucléiques) peut étre recherchée dans diverses liquides biologiques (sang, secrétions
pharyngées, urine, liquide céphalorachidien, liquide amniotique, humeur aqueuse) ou
tissus (biopsies tissulaires : digestive, pulmonaire, cérébrale, hépatique ...).

Le sang est un prélévement de choix car la présence de CMV dans ses compartiments
(sang total, cellules, plasma ou sérum) caractérise une infection active. Les urines et les
sécrétions pharyngées, fréquemment sites d’excrétion du virus, sont également des

prélevements de choix.

i. Culture cellulaire

La culture cellulaire est une technique de référence qui permet d’affirmer la présence de
virus au niveau du site de prélévement (urine, salive...). La culture de CMV est effectuée sur
des fibroblastes embryonnaires humains. Dans ces cellules, le virus est capable de se répliquer
rapidement et en grande quantité. L’infection se traduit par la présence de foyers cytopathiques
dits « en banc de poissons » détectables au microscope optique ou par détection d’antigénes par

immunocytochimie (anticorps anti-lmmediate Early Antigen) (Figure 10).
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Figure 10 : Effet cytopathiqgue du CMVH

(Modifiée d’aprés http://blog.designsforhealth.com/blog/bid/156662/The-Cytomegalovirus-
aka-CMV; http://www.histopathology-india.net/CMV.htm)
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ii. Antigénémie pp65 (détection des antigenes viraux dans le sang)

La protéine virale pp65 est une phosphoprotéine tardive captée dans les polynucléaires
circulants au contact des cellules endotheéliales infectées. Elle constitue un marqueur de choix
de I’infection active dans le sang des patients. Elle est détectée par immunofluorescence ou

immunoperoxydase.

iii. Antigénes viraux dans les autres prélévements

Des antigenes viraux intracellulaires peuvent étre recherchés directement a partir de
prélevements tissulaires via des coupes histologiques de biopsies ou via des cellules extraites
par ponction de liquide amniotique. La révélation du virus est effectuée par fluorescence a I’aide

d’anticorps anti-antigenes trés précoces, précoces ou tardifs.

iv. Acides nucléigues viraux

La recherche d’ADN viral par Polymerase Chain Reaction (PCR) peut étre effectuée
dans tous les prélévements, aussi bien liquides que tissulaires. Cette technique consiste a
amplifier en grand nombre un fragment du génome a I’aide d’une enzyme, la taq polymérase et
d’amorces spécifiques. L’ADN viral peut étre quantifié par PCR en temps réel. L’amplification
du génome est alors effectuée en ajoutant une sonde spécifique au mélange réactionnel

(Technologie Tagman) puis comparée a une gamme étalon.

v. Sérologie CMV

L’infection virale peut également étre détectée dans le sang par recherche des
immunoglobulines anti-CMV par la technique Enzyme Linked Immuno Sorbent Assays
(ELISA).
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Figure 11 : Diagnostic de linfection a CMVH au cours de la
grossesse
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Plusieurs anticorps, jouant un réle important dans la réponse immunitaire humorale, sont
sélectionnés pour la détermination de l’infection précoce ou tardive. En effet, la protéine
accessoire pUL44 de I’ADN polymérase virale est la cible d’une réponse IgM précoce. Elle est
donc recherchée comme diagnostic de 1’infection précoce. Toutefois, la présence d’IgM n’est
pas toujours un marqueur de primo-infection. En effet, les IgM peuvent persister dans le sang
pendant plusieurs mois ou étre le résultat d’infections secondaires. D’autres protéines détectées
via ELISA permettent d’affirmer la séropositivité d’une infection a CMV, telles que les
protéines de la matrice : pUL32, pUL83 ou pUL99.

b. Méthodes diagnostiques de I’infection en fonction du patient

i. Infection chez ’immunocompétent

Chez I'immunocompétent, le diagnostic sérologique associe la recherche d’IgG et
d’IgM anti-CMV. Les IgG apparaissent tardivement, 6 a 8 semaines post-primo-infection. La
virémie et ’antigénémie sont détectées dans les 2 a 3 semaines suivant l’infection ; et

I’ADNémie leucocytaire peut persister jusqu’a 6 mois post-infection dans % des cas.

ii. Infection maternofcetale

4+ Chez la femme enceinte (Figure 11)

Bien que le CMYV soit la premiere cause d’infection congénitale virale, son dépistage au
cours de la grossesse n’est pas systématique (Guerra et al. 2000; Azam et al. 2001). La sérologie
CMV n’est prescrite que suite a une suspicion clinique ou échographique. Toutefois, la
détection d’une infection active chez la mere ne permet pas d’affirmer une future infection
congénitale. Notons que I’amniocentése peut augmenter le risque de transmission du

cytomégalovirus maternel au feetus, si la mere présente une virémie CMV.
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4+ Chez le feetus

Le diagnostic de référence de I’infection prénatale in utero est effectué a partir du liquide
amniotique. 1l repose sur la recherche de virus par culture cellulaire ou PCR. Le moment exact
ol le virus traverse la barriére placentaire est inconnu. Il semblerait se situer entre la 2°™ et la
12°™ semaine post-primo-infection de la mére. De ce fait, la détection dans le liquide

amniotique est réalisée au minimum 4 semaines apres la séroconversion de la mere.

Le virus peut aussi €tre détecté dans le sang feetal. En cas de mort feetale, les tissus foetaux

peuvent étre analysés pour diagnostiquer la présence ou non du cytomégalovirus.

L’ensemble de ces techniques virologiques permet de diagnostiquer 1’infection feetale a
CMVH, mais ne permet pas de prédire I’importance des séquelles de I’infection chez le foetus

ou le nouveau-né.

4+ Chez le nouveau-né

D¢s la suspicion d’une infection congénitale chez un nouveau-né, une recherche de virurie
(détection du virus dans les urines) est indispensable. Notons que I’infection est acquise in
utero, si le virus est détecté avant la troisieme semaine de vie de I’enfant via la salive ou les
urines. En revanche, la détection du virus apres les trois premiéres semaines de la vie du
nourrisson, peut révéler une infection per ou post-natale : passage du virus via le tractus génital,
via le mélange du sang maternel et feetal au cours de I’accouchement ou via le lait maternel lors

de ’allaitement.

Chez les enfants symptomatiques (10 % des cas), le virus peut aussi étre détecté dans le

liquide céphalorachidien ou le sang.
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iii. Infection chez 'immunodéprimé

+ Infection chez le patient séropositif pour le VIH (Figure 12)

Le risque de maladie a CMV chez les patients fortement immunodéprimés peut étre
réduit par traitement anti-CMV anticipé, dés la détection de marqueurs virologiques d’infection
active a CMV (PCR positive sur sang total). Les patients présentant un taux de lymphocytes T
CD4* < 100/mm? doivent étre suivis & cause du risque de rétinite 8 CMV (observation du fond
de I’ceil). La survenue de marqueurs d’infection active impose une surveillance constante dans

le but d’entreprendre un traitement antiviral adéquat.

+ Infection chez le transplanté (Figure 13)

Le risque de maladie a cytomégalovirus est maximal dans les trois mois suivant la
transplantation. De ce fait, la surveillance du patient est mise en place pendant cette période de
fagon réguliere et ensuite moins soutenue passé ce délai. Le plus souvent I’antigénémie est
détectée et quantifiée. Lorsque la charge virale augmente entre deux prélévements consecutifs,
le risque de développement de maladie & CMV est augmenté. La PCR leucocytaire peut

également étre utilisée comme technique de diagnostic de 1’infection.

Chez les patients receveurs d’organes, le traitement est mis en place des la détection de
1000 a 5000 copies de génome par ml de plasma. Chez les patients recevant une greffe de
moelle osseuse, le traitement est instauré des la détection de I’ADN viral dans le plasma

sanguin.
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B) Placenta

1) Géneralités

Le placenta est un organe transitoire indispensable au maintien de la grossesse et au
développement du feetus. I présente de multiples fonctions : endocrines, d’échanges et
immunomodulatrices. Le placenta humain, tout comme celui des primates supérieurs est
caractérisé par une fonction endocrine intense, un remodelage des vaisseaux utérins ainsi
qu’une invasion profonde de la paroi utérine, d’ou son nom de placenta hémochorial. En effet,
au début de la grossesse, le trophoblaste invagine la décidua et le myometre. Cette invasion
permet 1’établissement d’un contact direct entre le trophoblaste et le sang maternel. Il est
important de souligner que le bon déroulement physiologique de la placentation dépend de la

vascularisation utéro-placentaire.

Le transport des gaz, des nutriments, des hormones et des anticorps maternaux a travers la
barriére placentaire s’opére par différents mécanismes : diffusion passive (Oz, COg, acides gras
et stéroides), diffusion facilitée (transport du glucose), transport actif ou endocytose. Seuls les
anticorps maternaux 1gG de la mere sont capables de traverser le placenta par transcytose et
conférer une immunité au foetus et au nouveau-né pendant les 3 a 6 premiers mois de la vie. Les

IgM ne sont pas capables de traverser la barriére placentaire.

I) Placentation

a. De la fécondation a la nidation (Figure 14)

Suite a la fécondation du spermatozoide et de 1’ovule dans I’ovaire, 1’ceuf fécondé ou
zygote subit des mitoses successives (segmentation) et rapides jusqu’a avoir un aspect de mire,
nommé morula. Au cours de ces mitoses, 1’ceuf fécondé se déplace le long des trompes utérines
pour atteindre I’endométre, au 6™ jour post-fécondation. Cette muqueuse qui tapisse 1’utérus
permet I’implantation de ’ceuf dés le 7°™ jour aprés la fécondation. Cette étape est nommée la

nidation.
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b. Formation du blastocyste

Au 7°™ jour, la morula se transforme en une sphére creuse, nommé le blastocyste. Il est
creusé d’une cavité, le blastocéle, limitée par de petites cellules, le trophoectoderme ou
trophoblaste. Sur un p6le sont regroupées des cellules plus grosses, le bouton embryonnaire, ou

embryoblaste qui est a I’origine du développement de 1’individu.

c. Différenciation du trophoectoderme

Le trophoectoderme est présent dés le 5°™ jour du développement embryonnaire. Son
premier role est de libérer des enzymes permettant la nidation de I’ceuf dans I’endomeétre. Suite
a la nidation, le trophoectoderme se différencie en deux voies distinctes : les cytotrophoblastes
villeux (CTV) ou couche de Langhans et les cytotrophoblastes extravilleux invasifs (CTEV),
reposant sur la lame basale. Les CTV sont des cellules mononucléées qui fusionnent entre elles
pour former un syncytium, les syncytiotrophoblastes (ST), plurinucléés (Figure 15). Notons
qu’au cours du 4°™ mois du développement embryonnaire, le cytotrophoblaste villeux disparait

partiellement de la paroi des villosités choriales et évolue en Tlots (Figure 16).

Les syncytiotrophoblastes sont impliqués dans les échanges de gaz et de nutriments entre
la mére et le feetus. Ils synthétisent et sécretent des hormones stéroides (progestérone,
oestrogeénes), polypeptidiques (Human Chorionic Gonadotropin, HCG ; Human Placental
Lactogen, HPL ; Placental Growth Hormone PGH ; leptine) ainsi que des facteurs de croissance
et des cytokines. L’hormone HCG assure le maintien du corps jaune, et ainsi la production de
progestérone. La nidation est réalisée grace aux syncytiotrophoblastes qui envahissent
progressivement 1’endomeétre en lysant ses cellules et les vaisseaux sanguins. C’est 1’ébauche

du placenta et des lacunes sanguines.

Les CTEV, situés a la base de la villosité crampon, proliferent puis deviennent invasifs
et migrent dans la décidua et le myometre. Ils colonisent les vaisseaux maternels ou se
différencient en cellules géantes plurinucléées. Le tissu décidual exerce une fonction endocrine
par la production de prolactine, de facteurs de croissance et joue un rdle important dans le
controle de I’invasion de I’endométre par le trophoblaste. La décidua intervient également dans

la nutrition de I’embryon.
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L’ensemble de ces deux couches cellulaires, syncytiotrophoblastes et cytotrophoblastes
extra-villeux, représente le chorion. Au 3°™ mois de gestation, le chorion prend alors le nom

de placenta.

d. Différenciation de I’embryoblaste

Suite a la nidation, I’embryoblaste va se différencier en deux feuillets : 1’épiblaste ou
ectoderme primaire et I’hypoblaste ou endoderme primaire (Figure 17). L'épiblaste forme
ensuite une cavité dans lequel I’amnios va s’accumuler. Cette cavité amniotique entoure

complétement I’embryon dés la 8™ semaine de gestation.

Les cellules de I’hypoblaste proliférent ensuite a la face interne du cytotrophoblaste pour
former la membrane de Heuser. Celle-ci entoure progressivement le blastocele, cavité
renfermant le blastocyste. Lorsque cette membrane est compléte (12/13°™ jour de gestation),
le blastocele devient la vésicule vitelline primaire. Un réticulum extra-embryonnaire dans
lequel des lacunes vont apparaitre et former la cavité choriale se forme autour de cette vésicule

(Figure 18). Les cellules qui tapissent I'intérieur de la vésicule vitelline forment I'endoderme.

NB : La suite des différents stades de I’embryogenése ne seront pas développés ici.

e. Formation des villosités placentaires

Au 14°™ jour de gestation, les lacunes du trophoblaste et les capillaires maternaux se
rapprochent. Les cellules du trophoblaste constituent progressivement les villosités
trophoblastiques primaires qui baignent dans le sang maternel apporté par les artéres utérines
(Figure 4). Ces villosités représentent 1’unité structurale et fonctionnelle du placenta. Vers le
16°™ jour, l'interaction entre le mésoderme extra-embryonnaire et le trophoblaste permet la

constitution des villosités choriales secondaires ou placentaires.
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Figure 20: Placenta, focus sur les villosités flottantes a 6 semaines

de gestation

(Modifiée d’apreés
http://php.med.unsw.edu.au/embryology/images/9/97/Early_placental_structure.jpg)
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Ensuite, un réseau de capillaires feetaux, dans lequel circule le sang de I’embryon, se
b 2 2
développe au niveau de I’axe du mésenchyme extra-embryonnaire et s’enfonce dans les

villosités. Celles-ci deviennent alors fonctionnelles vers le 21°™ jour de gestation (Figure 19).

La face feetale est alors appelée plaque choriale alors que la face maternelle est appelée
plaque basale (Figure 20). Entre ces deux plaques, les villosités choriales tertiaires flottent dans
la chambre intervilleuse ou lacune dans laquelle circule le sang maternel. A I’interface feeto-
maternelle, au niveau du site d’implantation, I’arbre villositaire est également constitué de

villosités crampons, situées a la plaque basale et ancrées dans I’endométre.

I11) Placenta et micro-organismes

Bien que le placenta soit relativement imperméable aux micro-organismes, un certain
nombre d’agents pathogénes, aussi bien des virus, des bactéries que des parasites sont capables
de le traverser et d’infecter le foetus. Les anticorps maternels sont le seul systéeme de défense
immunitaire du feetus. Ainsi une maladie bénigne pour la mere peut devenir mortelle pour le
feetus. Les agents infectieux capables d’infecter le feetus (infection per-placentaire = infection
congénitale) ou le nouveau-né (infection per-partum, c’est-a-dire infection a la naissance) via
les échanges de sang meére/feetus, sont notamment, un parasite : Toxoplasma gondii, des
bactéries : Treponema pallidum, et Listeria monocytogenes, et des virus de la rubéole, de la
varicelle, le parvovirus B19, le VIH et le cytomégalovirus (Figure 21). Cependant, depuis la
mise en ceuvre de la vaccination généralisée contre la rubéole, le CMV est devenu la premicre

cause d’infection congénitale virale.

Dans le chapitre suivant, nous aborderons la physiopathologie de I’infection du placenta par
le CMVH et les mécanismes de transmission au feetus a travers 1’étude des différents modéles

d’infections congénitale et périnatale.
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C) Infections congénitale et néonatale a CMV : apport des modeles

dans la compréhension des mécanismes de l’infection

)] Généralités

Le manque de connaissances sur I’infection congénitale et néonatale 8 CMVH a conduit a
I’élaboration de modeles d’études in vitro, ex vivo et in vivo. Ces modeles aident & mieux
comprendre la physiopathologic de ce virus, sa transmission au feetus via le placenta
notamment ; et permettent de tester 1’efficacité de nouveaux traitements, des antiviraux ou des

vaccins anti-CMV.

Les mode¢les d’infections congénitale et néonatale &8 CMV se sont développés a partir des
années 1970 suite a la découverte de changements structuraux des cellules placentaires infectées
par le CMVH in situ. Les modeles in vitro reposent sur I’étude de I’infection virale de cellules
placentaires humaines ou animales telles que les cytotrophoblastes ou les syncytiotrophoblastes
isolés de placentas a différents stades de gestation. L’infection congénitale est également
étudiée ex vivo dans des explants de placentas (explants de villosités chorioniques, explants de
décidua). Les modeles in vivo permettent 1’étude de 1’infection congénitale et néonatale dans

différentes especes (cochon d’Inde, macaque rhésus).

Le CMVH peut étre transmis de la mére au feetus ou au nouveau-né par différentes voies.

Les voies de transmission sont différentes selon le type d’infection.

+ Infection congénitale, via le placenta, par deux voies possibles a partir des leucocytes
maternels infectés par le CMV (Altshuler and McAdams 1971; Becroft 1981) :
o atravers des micro-bréches dans la couche cellulaire de syncytiotrophoblastes
o a travers les cytotrophoblastes des villosités d’ancrage, partie placentaire

maternelle.

Dans les deux cas, le virus se propagerait ensuite dans les fibroblastes du mésenchyme des

villosités flottantes avant d’atteindre le foetus via la veine ombilicale.
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+ Infection périnatale, via des micro-bréches dans le tractus génital lors des
contractions utérines avant 1’accouchement ou lors de la délivrance par mélanges du
sang maternel et feetal

+ Infection post-natale, via I’allaitement du nouveau-né avec le lait maternel contaminé.

I1) Découverte de ’infection congénitale in situ

L’étude de I’infection in situ de placentas a terme ou de 1 trimestre de grossesse a permis
d’identifier les cellules cibles de la réplication virale. Les modeles in vitro ou ex vivo ont suivi

cette découverte.

Dés 1970, la présence de gonflements ou inclusions cytomégaliques dans les cellules
endothéliales des capillaires feetaux ou dans les macrophages feetaux (cellules de Hofbadier), ou
dans les fibroblastes du stroma des villosités placentaires a été observée dans des coupes de
placentas a terme infectés in utero par le CMVH (Blanc 1978; Becroft 1981; Benirschke 1990;
Sinzger et al. 1993).

En 1992, Mihlemann et ses collaborateurs ont révélé par immunohistochimie (via le
marqueur viral Immediate Early Antigen), la présence du virus CMVH dans différents types
cellulaires du placenta. Ils ont montré que les cellules endothéliales feetales et les
syncytiotrophoblastes des villosités flottantes sont permissifs au CMV, avec une prévalence de
1/6 (Muhlemann et al. 1992). Cette faible prévalence a été confirmée dans une autre cohorte de
patientes CMV séropositives, dans laquelle seul un placenta présentait du virus dans les ST
(Fisher et al. 2000) ; la majorité des cellules infectées étant les cytotrophoblastes et les
fibroblastes des villosités chorioniques et d’ancrage (Muhlemann et al. 1992; Sinzger et al.
1993; Fisher et al. 2000). L’infection des CT a été montrée dans des placentas de 1°" trimestre

de grossesse, ainsi que dans la décidua (Pereira et al. 2003) (Figure 22)

Des modeéles d’étude in vitro, ex vivo et in vivo, ont aidé a déterminer la ou les voies de

transmission du virus via le placenta.
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I11) Infection placentaire dans des modeéles in vitro et ex vivo

Les modéles d’infection placentaire a CMVH in vitro et ex vivo consistent a étudier la
virulence et la permissivité de souches virales CMVH dans différents types cellulaires. In vitro,
des cultures de trophoblastes ont été développées. La technique consiste dans un premier temps
aisoler les trophoblastes de placentas a terme, puis dans un deuxiéme temps, de les différencier
en deux voies distinctes : les cytotrophoblastes et les syncytiotrophoblastes par la présence ou
I’absence du facteur Epithelial Growth Factor (EGF), respectivement. L’inoculation avec la
souche humaine de référence AD169 de ces cellules différenciées conduit & une infection
majoritaire des CT. Les ST positives au CMV sont rarement détectés. Ces observations sont en
accord avec les analyses de placentas in situ (Hemmings et al. 1998). Les antigénes viraux tres
précoce (1.LE.A), précoce (E.A) et tardif (L.A) détectés respectivement a 2, 4 et 6 jours post-
infection nous renseignent sur la cinétique de réplication du virus (Halwachs-Baumann et al.
1998).

Des cultures primaires de CT isolés de villosités chorioniques de 10 & 16 semaines de
gestation démontrent également leur permissivité par la présence de I’ADN viral AD169 (Fisher
et al. 2000). La viabilité cellulaire, dans ce modéele, est améliorée par I’ajout d’une matrice de
matrigel dans les cultures cellulaires, qui libére des facteurs de croissance. Dans ce modeéle, il
a été démontré d’une part que le virus est capable d’infecter les trophoblastes et d’autre part,
qu’il réduit la capacité de différenciation et d’invasion des cytotrophoblastes, suggérant ainsi
une corrélation entre le retard de grossesse intra-utérine et ’infection a CMVH (Fisher et al.
2000).

Ex vivo, un modele d’explants de villosités d’ancrage de placentas de 6 a 8 semaines de
grossesse a été développé. Le virus de la souche AD169 est détecté dans les CT, mais est
totalement absent dans les ST (Fisher et al. 2000).

La permissivité des cellules placentaires au CMV a été étudiée avec diverses souches
virales, aussi bien des souches de laboratoire que des souches cliniques isolées de patients
CMV". Les souches Towne, Davis et Toledo sont capables d’infecter les trophoblastes in vitro.
En revanche, la cinétique d’infection différe d’une souche a ’autre. En effet, la souche Davis
infecte moins rapidement les cultures primaires de CT de placentas a terme que la souche
Towne ou ’AD169 (Hemmings et al. 1998). La cinétique d’infection différe également selon

le type cellulaire que le virus infecte.
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En effet, en clinique, les fibroblastes embryonnaires humains sont le plus souvent utilisés
pour isoler et cultiver le virus en raison de sa rapidité de propagation cellulaire : ’infection
débute dans les fibroblastes 2 jours post-infection (p.i) contre 5 jours p.i dans les trophoblastes

(Halwachs-Baumann et al. 1998; Hemmings et al. 1998).

La souche virale Toledo, qui a I’avantage de posséder des similarités de séquences avec
les souches sauvages du CMVH (Cha et al. 1996) a été testée ex vivo dans un modele d’explants
de villosités flottantes de placentas de 1* trimestre de grossesse. Cette étude a montré que la
souche Toledo se réplique dans les tissus placentaires, de maniére croissante pendant 21 jours
(Gabrielli et al. 2001).

Ces modeles nous permettent de conclure quant a la permissivité des cytotrophoblastes
au CMVH, et plus faiblement aux syncytiotrophoblastes aussi bien des souches cliniques que
de laboratoire. D’autres modé¢les se sont penchés sur la possibilité d’une infection de la décidua,
couche cellulaire maternelle en contact direct avec le myomeétre, site probable de propagation

virale.

La culture d’explants de décidua isolée de placentas de 1° trimestre a mis en évidence
la présence de CMV 6 jours post-infection, via les protéines virales 1.LE.A, E.A et LA
(Weisblum et al. 2011). Comme les trophoblastes, ces cellules sont permissives a ’AD169,
mais la charge virale mesurée dans ces cellules est d’environ 1000 fois moins importantes que
dans des cultures de fibroblastes embryonnaires humains (HFF) (1,4.10° copies dans la décidua
contre 7.108 dans les HFF) (Weisblum et al. 2011).

L’ensemble de ces modeles d’infection congénitale a CMVH utilisent des placentas de
différents stades de gestation. Il semblerait que le stade de différenciation des
syncytiotrophoblastes ait un impact sur leur permissivité aux virus et par conséquent sur la
transmission du virus aux cellules avoisinantes. Il semblerait que contrairement aux
trophoblastes du 1°" trimestre de grossesse, les trophoblastes de placentas a terme soient peu
permissibles au CMV ou que ces cellules soient permissives au virus mais que la réplication
virale soit plus lente dans le placenta a terme (Hemmings et al. 1998). De facon surprenante, la
fréquence de transmission du CMVH au feetus augmente modérément au cours de la grossesse
(25 & 35 % au 1% trimestre, 35 & 45 % au 2°™ et 45 & 75 % au 3°™ (Revello and Gerna 2004).
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L’ensemble de ces observations in situ, in vitro et ex vivo permettent d’affirmer que le
cytomégalovirus est capable d’infecter les villosités flottantes et d’ancrage (trophoblastes,
fibroblastes) ainsi que les cellules déciduales. La faible permissivité des ST pour le CMV a
souleve des questions quant a leur rdle dans la transmission du virus au feetus. Il a été montré
que ces cellules jouent un role clef dans I’immunité passive. En effet, les ST présentent a leur
surface cellulaire, le récepteur néonatal Fc qui permet le transport des immunoglobulines
(Simister et al. 1996; Firan et al. 2001). Les immunoglobulines 1gG se lient avec la
glycoprotéine de surface gB du CMV. Ce complexe est ensuite internalisé dans des vésicules
au sein des ST (Maidji et al. 2006). Ces observations laissent supposer un rdle possible de
transcytose des ST permettant le passage du virus du sang maternel aux CT feetaux. (Pereira et
al. 2005; Maidji et al. 2006). La présence de leucocytes feetaux colocalisés avec des protéines
virales dans les capillaires feetaux du stroma des villosités confirme cette hypothése et suggere
que le CMV via les leucocytes maternaux pourrait traverser le placenta et entrer dans la

circulation sanguine feetale, pour ensuite se répliquer chez le feetus (McDonagh et al. 2006).

IV) Infection congénitale et néonatale dans des modeles in vivo

a. Cochon d’Inde

Le développement du modéle cochon d’Inde d’infection a cytomégalovirus a connu une
émergence suite a la découverte d’un cytomégalovirus spécifique au cochon d’Inde : le
GPCMV. Dans les années 1920, ce virus avait été identifié dans les glandes salivaires de
cochons d’Inde par la présence d’inclusions intranucléaires (Jackson 1920) puis isolé en 1957
(Hartley et al. 1957). L’infection congénitale 8 GPCMYV in utero chez le cochon d’Inde a été
décrite pour la premiere fois en 1936 suite a la détection du virus chez les feetus (Markham and
Hudson 1936). Le GPCMV a été isolé plus tard chez le nouveau-né dans la rate, les glandes
salivaires, le foie, les poumons, les reins, le cerveau, le sang (Griffith and Hsiung 1980; Griffith
et al. 1982; Harrison and Myers 1990) ainsi que dans le placenta (Choi et al. 1978; Griffith and
Hsiung 1980; Goff et al. 1987; Griffith et al. 1990b; Griffith et al. 1990a).

j



Temps de Pinfection chez les 18" trimestre 2°™M trimestre 3°Me trimestre

femelles gestantes

GPCMV dans placenta 78 % 100 % 89 %

GPCMY chez feetus 22 % 25 % 20 %

et nouveau-nés

Tableau 9 : Infection congénitale et néonatale chez le cochon d’Inde

(Modifié d’aprés Griffith et al. 1986)

Figure 23 : Détection par imagerie du MCMV-GFP administré en
sous-cutané a J1, J2 et J3 post-infection chez la souris

(Modifiée d’aprés Yamada et al. 2010)




Dans les années 80, I’infection placentaire a été observée dans un modele de cochon
d’Inde infecté par la souche virale GPCMV. La technique de microscopie électronique a permis
de détecter chez ces animaux, des nucléocapsides virales dans les ST des villosités flottantes,
28 jours post-infection (Griffith et al. 1985). Suite a ces observations, des modeéles d’infection
congénitale ont été¢ développés chez le cochon d’Inde. Cet animal a I’avantage de présenter des
pathologies a CMV chez le « nouveau-né cochon d’Inde » similaires a celles de ’homme, et

notamment des déficits neurosensoriels ou des otites internes (Woolf et al. 1989; Woolf 1990).

En clinique, la détection du virus chez le feetus et chez le nouveau-né a montré que le
placenta avait un role clef dans la transmission du virus, mais aussi qu’il pouvait agir comme
une barricre. Il en est de méme chez le cochon d’Inde puisque 40 a 80 % des femelles gestantes
transmettent leur virus au feetus (Choi et al. 1978; Bia et al. 1983). La date de la primo-infection
au cours de la grossesse ne semble pas avoir d’incidence sur la transmission du virus au feetus.
En effet, les femelles gestantes infectées au 1%, au 2°™ ou au 3°™ stade de gestation, ont une
prévalence de transmission de 22, 25 et 20 % respectivement (Griffith et al. 1986) (Tableau 9).
En revanche, la date de la primo-infection au cours de la gestation semble avoir une incidence
sur la mortalité feetale. L’inoculation tardive de GPCMYV au cours de la 2°™ ou 3°™ partie de
gestation peut conduire a la mort feetale in utero (Harrison and Myers 1990; Bratcher et al.
1995). 1l est important de souligner que les conséquences pathologiques de I’infection
congénitale a CMV chez le feetus et le nouveau-né dépendent de la virulence du GPCMYV (Bia
et al. 1980; Harrison et al. 1995).

Depuis peu, I’étude de la propagation virale au cours du temps est réalisable chez le
rongeur grace a une nouvelle technologie (Yamada et al. 2010) (Figure 23). Cette technique
consiste a détecter par bioluminescence, un virus recombinant marqué a la luciférase dans

I’organisme de 1’animal.

Le virus GPCMV a été ainsi tracé chez les femelles en gestation. L’injection
intrapéritonéale du virus recombinant a conduit a sa propagation chez la femelle, de la rate, au
foie jusqu’aux poumons. L’infection congénitale a été démontrée 7 jours post-infection, par la
détection de bioluminescence dans le cerveau des feetus (McGregor and Choi 2011). Cette
technologie pourrait étre également utilisée comme outil thérapeutique pour déterminer en

temps réel, I’efficacité de nouvelles molécules anti-CMV in vivo.
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Figure 24 : Macaca mulatta ou macague rhésus
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b. Macaque rhésus (Fiqure 24)

Le cytomégalovirus RhCMV spécifique du macaque rhésus, Macaca mulatta, a été
identifié en 1929 au sein de plusicurs organes. L’infection virale se caractérise par la présence
d’inclusions intranucléaires dans les cellules de la muqueuse nasale des macaques (Stewart and
Rhoads 1929), dans les reins (Hindle 1929) et dans les cellules épithéliales de la trachée, des
poumons et du conduit biliaire (Covell 1932). En 1974, le RhCMV sera finalement isolé de
I’urine des macaques rhésus adultes et classifié comme cytomégalovirus en raison de son effet
cytopathique cytomégalique (Asher et al. 1974). Le systeme immunitaire activé suite a
I’infection RhCMV, réduit la pathogenese mais n’élimine pas les réservoirs d’expression des
génes viraux (Lockridge et al. 1999). Ce virus, tout comme le CMV humain est endémique, et
est responsable d’infections asymptomatiques. En effet, les singes immunocompétents ne
présentent pas pour la majorité des cas, de signes cliniques de maladie apres inoculation
naturelle ou expérimentale (Vogel et al. 1994; Lockridge et al. 1999). La séroprévalence étant
d’environ 95 % chez les macaques agés d’un an, les feetus semblent étre protégés lors
d’infections congénitales en raison de I’immunité anti-RhCMV acquise par la mére (Vogel et
al. 1994; Andrade et al. 2003). En revanche, le RhCMV peut conduire a la morbidité des
macaques expérimentalement infectés (London et al. 1986; Tarantal et al. 1998; Chang et al.
2002). La primo-infection expérimentale au cours de la gestation est responsable de séveres
pathologies du systeme nerveux central et sensoriel chez le feetus macaque. Ces anomalies
développementales sont semblables a celles de I’homme : microcéphalie, calcifications

périventriculaires ou ventriculomégalies (Barry et al. 2006; Dollard et al. 2007).

Le Macaca mulatta est un bon modeéle d’infection 8 CMV. Ce modéle animal est celui
qui se rapproche le plus de I’homme d’un point de vue développemental (structure du placenta,
développement des organes), immunologique, anatomique et biochimique (Barry et al. 2006).
A ce jour, les voies de transmission du RhCMV n’ont pas été caractérisées. Il est sans doute
transmis horizontalement tout comme le CMVH via les sécrétions corporelles telles que le lait,
la salive, I’urine et les sécrétions genitales (Asher et al. 1974; Huff et al. 2003). La transmission

verticale naturelle de ce virus n’a jamais été mise en évidence.
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Le premier modéle d’infection congénitale a CMV chez le Macaca mulatta a été
développé en 1986. L’inoculation intra-amniotique de 10° RhCMV a J50 post-fécondation
conduit a I’infection de 16/20 feetus macaques (London et al. 1986). Les feetus CMV™ présentent
des anomalies du systeme nerveux (dilatations ventriculaires (30 %), gliose (80 %),
calcifications...) et du placenta (81 %). Ces anomalies anatomiques et physiologiques sont
également observées chez des feetus suite a ’administration de RhCMV chez les femelles
gestantes par voie intrapéritonéale a J60 post-gestation (Tarantal et al. 1998) ou par voie intra-

cranienne a J50 post-gestation (Chang et al. 2002).

Ce modele a permis d’observer I’infection congénitale et I’infection néonatale, mais les
études realisées ne se sont pas penchées sur la détection du virus dans les différents types

cellulaires du placenta, notamment les ST et les CT.
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D) Thérapeutigue anti-cytomégalovirus

) Cycle cellulaire

Les traitements anti-cytomégalovirus présentés dans ce manuscrit interviennent dans
différentes étapes du cycle cellulaire de la cellule héte infectée et du cycle viral. Afin de bien
comprendre les mécanismes physiologiques de chacune des molécules, une partie sur le cycle

cellulaire est développée.

a. Etapes du cycle cellulaire (Figure 25)

Le cycle cellulaire est un processus fondamental dans lequel une cellule mére donne
naissance a deux cellules filles identiques entre elles et a la cellule dont elles dérivent. Le cycle
cellulaire est essenticllement divisé en deux temps, ’interphase (I), au cours de laquelle les
chromosomes sont répliqués, et la mitose (M), au cours de laquelle les chromosomes se
répartissent équitablement dans les deux cellules filles. Les deux autres phases du
cycle, G1 et G2, représentent des intervalles : au cours de la phase G1, la cellule effectue sa
croissance, integre les signaux mitogénes ou anti-mitogénes et se prépare pour effectuer
correctement la phase S, correspondant a la réplication de I’ADN ; au cours de la phase G2, la
cellule se prépare pour la phase M. Lorsque les cellules cessent toute prolifération, sous 1’effet
de signaux anti-mitogénes ou suite a la disparition des agents mitogenes, elles quittent le cycle

cellulaire et deviennent quiescentes.

b. Cycle cellulaire et complexe Cdks/Cyclines

Le mécanisme de division cellulaire est extrémement complexe et régulé par un grand
nombre de proteines intervenant trés transitoirement et dans un ordre précis, permettant ainsi la

succession précise des différentes étapes du cycle cellulaire.
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Les protéines kinases cycline-dépendantes (Cdks) sont a I’origine des phosphorylations
requises pour 1’activation des protéines responsables de I’exécution de I’avancée dans le cycle ;
mais le role des phosphatases, des systemes de protéolyse, des translocations nucléaires est
également primordial. A chaque phase du cycle cellulaire correspond un ou plusieurs

complexes Cdks/Cyclines.

Les Cdks peuvent étre divisées en deux groupes fonctionnels : les Cdks associées au

cycle cellulaire et les Cdks impliquées dans la régulation transcriptionnelle.

i. Structure des Cdks

Une protéine Cdk est constituée de deux lobes : le lobe N, essentiellement constitué de
feuillets B et le lobe C, essentiellement constitué d'hélices o. A l'intersection des deux lobes se
trouve un site catalytique ou se produit la phosphorylation qui active les protéines jouant un
role dans le cycle cellulaire (fragmentation de I’enveloppe nucléaire, compaction des
chromosomes, réplication de I’ADN, etc.). Le site catalytigue comprend deux poches
juxtaposées : I'une pour accueillir la protéine a phosphoryler, lI'autre pour recevoir I'ATP.

ii. Complexes Cdks/Cyclines au cours du cycle cellulaire (Figure 26)

Au cours du cycle cellulaire, les Cdk4 et 6, associées a des cyclines de type D, régulent
le déroulement de la phase G1. Puis le complexe Cdk2/cycline E prend le relais pour assurer la
transition G1/S, suivie par le complexe Cdk2/cycline A qui assure le contrdle de la phase S. Le
complexe Cdk1/cycline A intervient en G2, et le complexe CdkZl/cycline B régule la transition

G2/M et I’entrée en mitose.
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Espeéces Souche Type Traitements CI50 (uM) Références
virale CMV  cellulaire
Cochon GPCMV GPL BAY 38-4766 0,5 Schleiss et al., 2005
Inde 22122
GPE GCV 61a217 Freitas etal., 1985, Yang et al.,
1989, Rybak et al., 1999
GPE Aciclovir 700 +/-230 Freitas et al., 1985
GPE 2’-Nor-cGMP 3 Yang et al., 1989
GPE QYL-769 7,7 +/- 0,74 Rybak et al., 1999
GPE Synguanol 54,5 +/- 0,86 Rybak et al., 1999
Macaque RhCMV MRC5 GCV 8+/-2 Freitas et al., 1985
Rhésus 68-1 MRC5 TCRB 0,9 +/- 0,06 North et al., 2004
MRC5 Aciclovir 39 +/-14 Freitas et al., 1985
MRC5 UM]D697 0,04 +/- 0,01 North et al., 2004
GPL GCV 0,8 Swanson et al., 1998
GPL Aciclovir 15 Swanson et al., 1998
GPL Foscarnet 250 Swanson et al., 1998
HET Aciclovir 40 +/- 15 Freitas et al., 1985
HET GCV 7+/-2 Freitas et al., 1985
HFF GCV 23,9+/-10,6 Rybak et al., 1999
HFF QYL-769 2,2 Rybak et al., 1999
HFF Synguanol 11,6 +/- 0,02 Rybak et al., 1999
Rat RCMV REF CDhV 0,1 Stals et al., 1991
Prescott REF QYL-769 10,7 Rybak et al., 1999
REF Synguanol 0,037 Rybak et al., 1999
REF GCV 4,7 +/-3 Rybak et al., 1999
MRC5 GCV 25 Stals et al., 1991
Souris MCMV MEF GCV 2a5,7 Rybak et al., 1999, 2000, Kern
etal.,, 2005
Smith MEF Synguanol 0,3 Rybak et al., 2000
MEF QYL-769 0,37 Rybak et al., 1999
MEF Aciclovir 1+/-0,8 Freitas et al.,, 1985
MEF Synadenol 2,1 Rybak et al., 1999
MEF Synguanol 0,3 Rybak et al., 1999
MEF QYL-972 0,24 Rybak et al., 1999
MEF QYL-941 0,4 Kern et al., 2005
MEF ZSM-1-32F 10 Kern et al., 2005
MEF ZSM-I-58 54 Kern et al., 2005
MEF ZSM-1-62 0,3 Kern et al., 2005
MEF ZSM-1-64 42 Kern et al., 2005
MEF ZSM-1-158 2

Tableau 10 : Ensemble des Clso déterminées en culture par essais

antiviraux
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Espéces Souche Type Traitements CI50 (uM) Références
virale CMV  cellulaire
Humaine AD169 HFF GCV 2,3a3,6 Beadle et al., 2002, Rybak et
al,, 2000, Kern et al., 2005
HFF CDV 0,38 Beadle et al., 2002
HFF cCDV 0,31 +/- 0,02 Beadle et al., 2002
HFF CMX001 0,0009 +/- Beadle et al., 2002
0,0001
HFF Synguanol 1,2 Rybak et al., 2000
HFF QYL-769 2,4 Rybak et al., 2000
HFF Synadenol 1,3 Rybak etal., 1999
HFF QYL-972 4,5 Rybak et al., 1999
HFF QYL-941 5,3 Rybak et al., 1999
HFF ZSM-I-32F 12 Kern et al., 2005
HFF ZSM-I-58 14 Kern et al., 2005
HFF ZSM-1-62 1,2+/-0,8 Kern et al., 2005
HFF ZSM-I-64 123 Kern et al., 2005
HFF ZSM-1-158 2,7 Kern et al., 2005
HFF ZSM-I-89F >420 Kern et al., 2005
HFF ZSM-1-287S 3,3 Kern et al., 2005
HFF Artésunate 3,7 Kaptein et al., 2006
AD169- HFF Artésunate 5,8 Efferth et al., 2002
GFP
AD169 MRC5 GCV 1,1a7 Biron et al.,, 2002, Stals et al.,
1991, Lischka et al., 2010,
Freitas et al., 1985
MRC5 CDhV 0,6 Stals et al., 1991
MRC5 BDCRB 0,31 +/- 0,06 Biron et al., 2002
MRC5 AIC246 0,005 +/- Stals et al., 1991
0,001
MRC5 MBV 0,54 +/- 0,05 Biron et al., 2002
MRC5 Aciclovir 95+/-10 Freitas et al., 1985
AD169 HET GCV 7 +/-2 Freitas et al., 1985
HET Aciclovir 55+/-10 Freitas et al., 1985
AD169 U373 GCV 1,17 Schnepfetal, 2010
U373 Artésunate 2,22 Schnepfetal, 2010

Tableau 10 : Ensemble des Clso déterminées en culture par essais
antiviraux

(MRC5) Human Embryonic Lung Fibroblasts, (HET) Human Embryonic Tonsil, Fibroblasts, (HFF) Human
Foreskin Fibroblasts, (U373) Lignée d’astrocytes

Synadenol (QYL-284A), Synguanol (QYL-438), 2-amino-6-cyclopropylamino analogue (QYL-769), prodrogue
du 2-amino-6-methoxypurine analogue QYL-972), 2-amino-6-methoxypurine analogue (QYL-941).




Especes Souche Type Traitements CI50 (uM) Références
virale cellulaire
CMV
Humaine | Toledo HFF Synguanol 8,6 +/-3 Rybak et al., 2000
HFF QYL-769 55+/-1,3 Rybak et al., 2000
HFF GCV 9,8a19,6 Rybak et al,, 2000, Beadle et
al., 2002
HFF CDhV 13,8 +/-7,3 Beadle et al., 2002
HFF CMX001 0,025 +/- Beadle et al., 2002
0,007
HFF cCDV 17,1+/-8 Beadle et al., 2002
Towne HFF GCV 43a5,1 Beadle et al.,, 2002, Rybak et
al., 2000
HFF Cbhv 0,4+/-0,11 Beadle et al., 2002
HFF CMX001 0,0009 Beadle et al., 2002
HFF cCDV 0,48 +/-0,2 Beadle et al., 2002
HFF Synguanol 11,6 Rybak et al., 2000
HFF QYL-769 10,2 Rybak et al., 2000
MRC5 Artésunate 1 Efferth et al., 2002
MRC5 TCRB 2,5 North et al., 2004
Davis HFF CDV 0,66 +/- 0,3 Beadle et al., 2002
HFF CMX001 0,00095 +/- Beadle et al., 2002
0,00007
HFF cCDV 0,45 +/- 0,07 Beadle et al., 2002
HFF Synguanol 2,5+/-0,09 Rybak et al., 2000
HFF QYL-769 2,2 +/-0,62
MRC5 GCV 2,7+/-0,7 Lischka et al., 2010
MRC5 AIC246 0,004 +/- Lischka et al., 2010
0,001
MRC5 UM]D697 0,37 North et al., 2004

Tableau 10 : Ensemble des Clso déterminées en culture par essais

Synadenol (QYL-284A), Synguanol (QYL-438), 2-amino-6-cyclopropylamino analogue (QYL-769), prodrogue

antiviraux

(MRC5) Human Embryonic Lung Fibroblasts, (HFF) Human Foreskin Fibroblasts

du 2-amino-6-methoxypurine analogue QYL-972), 2-amino-6-methoxypurine analogue (QYL-941).
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iii. Cdks régulant la transcription des génes

Le facteur de transcription de I’¢longation P-TEFD est constitu¢ d’une Cdk9 et d’une
cycline T1. Ce complexe est un régulateur important de la transcription. Il phosphoryle le

domaine C-terminal de I’ARN polymérase II, conduisant a 1’élongation de la transcription.

c. Cytomégalovirus et Cdks

La réplication du CMVH est dépendante de la régulation du cycle cellulaire et de
I’activité des Cdks. Quatre Cdks ont un réle important dans la réplication du virus : les Cdk 1,
2,7et9.

Le CMV induit I’arrét du cycle cellulaire, tout en maintenant un état métabolique
cellulaire actif, prenant en charge la réplication virale (Albrecht et al. 1991; Boldogh et al.
1991). Le blocage de la réplication de I’ADN cellulaire résulte d’'un manque d’origine de
réplication de I’ADN (Biswas et al. 2003; Wiebusch et al. 2003), mais les protéines impliquées

dans la production de nucléotides sont induites (Isom 1979; Lembo et al. 1999).

Les cellules infectées sont arrétées en phase G1 du cycle cellulaire. Les conséquences
de cet arrét sont : une augmentation du niveau d’ARNm des cyclines E (Bresnahan et al. 1996;
Dittmer and Mocarski 1997), une accumulation du complexe Cdk1/Cycline B1 (Salvant et al.
1998; Sanchez et al. 2003), une hyperphosphorylation de la protéine Rb ainsi que la
séquestration de p53 (Jault et al. 1995). En revanche, lors de I’infection 8 CMV, la cycline D
de la phase G1 et la cycline A de la phase S sont inhibées (Bresnahan et al. 1996). Ces
événements régulateurs créent un environnement favorable a la transcription virale, & la
réplication du génome ainsi qu’a 1’assemblage des particules virales (Albrecht et al. 1991;
Boldogh et al. 1991).
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Fiqure 27 : Traitements anti-CMVH ciblant différents stades du

cycle de réplication virale et du cycle cellulaire

(D’aprés Marshall et al. 2009)
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Figure 28 : Structure chimique de ’artésunate

Bob Crimi

Artésunate

Figure 29 : Effet inhibiteur de ’artésunate sur le cycle de
réplication du CMVH




Figure 30 : Structure chimique du Sirolimus (a), de I’Evérolimus (b)
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I) Antiviraux au cours du cycle cellulaire et viral

L’ensemble des Clso des différentes molécules ci-dessous, déterminees in vitro, est
répertoriée (Tableau 10) en fonction des souches virales et du type cellulaire utilisés. La plupart

des cibles des traitements antiviraux cités ci-dessous est répertoriée sur un schéma (Figure 27).

a. Antiviraux phase trés précoce

i. Artésunate (Figure 28)

L’artésunate, traitement de référence des acces palustres, posséde une activité antivirale
contre les virus de ’hépatite B, de I’hépatite C et du SIDA. L’artésunate est actif contre les
souches CMVH sauvages et les souches résistantes au GCV in vitro (Kaptein et al. 2006; Efferth
et al. 2008) (Li et al. 2008), mais est inefficace contre les souches résistantes au valaciclovir
(Lau et al.).

L’artésunate intervient dans les cascades de signalisation de la cellule, en inhibant les voies
SYK/PLCy, PI3K/Akt et NF-kB (Cheng et al.; Thanaketpaisarn et al.; Xu et al. 2007) (Figure
29). Cette inhibition conduit a une réduction de la réplication du CMV. L’effet inhibiteur de
I’artésunate peut étre amélioré par 1’addition de GCV, de CDV ou de PFA (Kaptein et al. 2006).

Cette molécule a montré une efficacité anti-CMVH variable chez des patients transplantés
de moelle osseuse (43 a 90 % d’efficacité) (Wolf et al. 2011). L’efficacité de cette molécule

pourrait dépendre de la dynamique de croissance de chaque souche virale.

ii. Sirolimus et évérolimus

Le sirolimus ou rapamycine et son dérivé 1’évérolimus sont des immunosuppresseurs
(Figure 30). Ils inhibent la voie de signalisation mTOR, ce qui conduit a réduisent I’incidence
de I’infection CMVH chez les patients transplantés d’organes (Vigano et al.; Hill et al. 2007,

Demopoulos et al. 2008) ou de moelles osseuses (Marty et al. 2007).
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Figure 31 : Structure chimique du Fomivirsen

Figure 32 : Structure chimique de la Baicaléine (a) & de la
Quercétine (b)




Le sirolimus réduit la charge virale chez les patients porteurs de souches CMVH résistantes
au GCV (Ozaki et al. 2007).

iii. Fomivirsen

Le fomivirsen est un ARN interférence (Figure 31). Il inhibe la synthése des protéines

virales L.E par la complémentarité de sa séquence nucléotidique a I’ARNm viral.

Administré par voie oculaire, le fomivirsen est utilisé pour le traitement local des rétinites
a CMV chez les patients sidéens. L’effet indésirable le plus courant est une inflammation
oculaire (Biron 2006).

iv. Flavonoides : Quercétine et Baicaléine

La quercétine ou 3,3',4",5,7-pentahydroxy-2-phénylchromén-4-one et la baicaléine ou
5,6,7-trihydroxy-2-phényl-chromén-4-one sont des substances polyphénoliques appartenant
a la famille des flavonoides (Figure 32). Environ 4000 flavonoides ont été identifiés dans les
années 70-80 (Harborne 1986, 1988). Ces molécules sont présentes dans les : fruits, légumes,
noix, graines, herbes, épices, tiges et fleurs. Ces molécules possédent des activités anti-

microbiennes, anti-inflammatoires, anti-allergisantes ou antivirales.

La quercétine et la baicaléine réduisent I’infection virale du virus de 1’encéphalite japonaise
(JEV) (Johari et al. 2012).

Ces deux drogues diminuent I’infection a CMVH (Evers et al. 2005) et sont capables
d’inhiber I’expression des geénes trés précoces (1.E) du CMV (Cotin et al. 2012).

La quercétine et la baicaléine, comme 1’artésunate interviennent dans 1’inhibition de la voie
de signalisation cellulaire NFkB, conduisant a 1’apoptose des cellules infectées par le CMVH.
La quercétine inhibe la kinase PI3K (phosphoinositide 3 kinase) en se liant au site d’ATP
(Walker et al. 2000) et dégrade les protéines IkB, conduisant a la réduction de 1’activité du
facteur de transcription NFxB. De la méme maniére, la baicaléine inhibe la phosphorylation des

protéines IkB-a, ce qui induit une sous régulation de NFxB (Chuang et al. 2010).
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Figure 33 : Structure chimique de la Roscovitine (a) & du

Flavopiridol (b)




v. Inhibiteurs des Cdks : Roscovitine et Flavopiridol

La roscovitine et le flavopiridol sont des inhibiteurs ATP-compétitifs des complexes
Cdks/cyclines (Figure 33). La roscovitine inhibe I’activité des Cdks 1, 2, 5, 7 et 9 ; le
flavopiridol inhibe les Cdks 1, 2, 4 et 9.

L’inhibition des complexes Cdks/cyclines conduit a la diminution de la synthése de I’ADN
viral du CMVH, D’expression des génes tardifs (L) et la production de virus infectieux
(Bresnahan et al. 1997). La roscovitine induit une agrégation de la protéine pUL69 dans le
noyau de la cellule héte infectée (Rechter et al. 2009), protéine permettant 1’export des ARNm
hors du noyau cellulaire. Cette molécule a montré un effet antiviral contre de nombreux virus :
des herpés virus (VZV, HSV1), des papillomavirus, des polyomavirus ou encore le VIH de type
1 (Schang et al. 2006).

b. Antiviraux phase précoce

i. Cible : pUL97 (phase précoce et tardive)

La protéine virale pUL97, sérine thréonine kinase, joue un role clef dans la synthése de
I’ADN viral et dans I’export des capsides néoformées. La délétion de la région UL97 dans le
génome viral ou I’inhibition pharmacologique de I’activité de cette protéine réduit la réplication
virale a différents stades (phase précoce ou tardive) (Prichard et al. 1999; Wolf et al. 2001;
Marschall et al. 2005).

La protéine kinase pUL97 :

0,

% catalyse la phosphorylation de la protéine accessoire pUL44, agissant ainsi sur la
synthése de I’ADN viral, qui peut alors étre maturé puis encapsidé dans les capsides

néoformées (Marschall et al. 2003)

K/

% déclenche la dislocation de la lamina nucléaire par phosphorylation avec la protéine
cellulaire p32, permettant I’export des capsides hors du noyau (Marschall et al. 2005;
Prichard et al. 2005)
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Figure 34 : Structure chimigue du Maribavir
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¢ phosphoryle la protéine pp65. Cette phosphorylation inhibe 1’agrégation de pp65 au
niveau du noyau de la cellule héte et permet ainsi la phase de tégumentation des

néovirions dans le cytoplasme.

Plusieurs molécules antivirales ont montré une action inhibitrice sur I’activité de la protéine

kinase pUL97.

+ Maribavir

Le maribavir (MBV) ou 1-(B-L-ribofuranosyl)-2-isopropylamino-5,6-
dichlorobenzimidazole ou 1263W94 appartient a la classe des benzimidazoles L-riboside
(Figure 34).

In vitro, le maribavir inhibe spécifiquement la kinase virale pUL97 du CMV en se fixant a
son site catalytique (Biron et al. 2002; Biron 2006), ce qui conduit a I’inhibition de la sortie des
nucléocapsides virales hors du noyau (Wolf et al. 2001; Krosky et al. 2003). Plusieurs mutations
dans le géne de UL97 ont été identifiées (V353A, L397R, T409M, H411L/N/Y). Celles-ci
conférent une résistance du CMV a ce traitement (Lurain and Chou; Chou 2008).

Le maribavir est actuellement en phase III d’essais cliniques. La phase | a montré une forte
réduction de la charge virale CMVH dans le sperme de patients VIH" aprés 4 semaines de
traitement (Lalezari et al. 2002). La phase clinique Il effectuée chez des patients transplantés
de moelle osseuse montre une faible antigénémie pp65 apres traitement MBV (Winston et al.
2008). Ces premiéres phases cliniques ont été encourageantes : cette drogue est peu toxique
pour les cellules et présente une bonne biodisponibilité (Wang et al. 2003; Swan et al. 2007),
suggérant une utilisation thérapeutique au cours de I’infection congénitale. La phase IIT d’essai
clinique concerne I’utilisation prophylactique de cette molécule chez les patients greffés de
moelle osseuse, et la comparaison de son efficacité avec le GCV chez des transplantés de foie
(2008b; 2008a). Les résultats de ces derniéres études sont moins encourageants que ne 1’avaient

laissé espérer les premiers essais de phase I ou Il.

Plusieurs mutations de la kinase virale pUL97 identifiées in vitro ont été observees chez des
receveurs de greffe cardiaque qui présentent une résistance pour le GCV et le PFA (Strasfeld et
al.).
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Fiqgure 36 : Structure chimigue du Ganciclovir




Le maribavir est inefficace contre la réplication virale suite a I’émergence de mutations du
géne UL27 (Komazin et al. 2003; Chou et al. 2004; Chou 2009). Le role de la protéine pUL27
n’est pas encore totalement élucidé. La délétion du géne UL27 conduit a une réduction de la
réplication virale in vitro mais n’a pas d’incidence sur la réplication in vivo (Prichard et al.
2006).

+ Indolocarbazoles : G66976 et NGIC-I

Les indolocarbazoles sont des inhibiteurs de la réplication du CMVH. lls inhibent les
kinases sérine/thréonine de la famille des protéines kinases C (PKC) et la kinase virale pUL97
(Goekjian and Jirousek 1999; Pindur et al. 1999). L’administration de G66976 ou NGIC-I
conduit a une réduction de I’activité de phosphorylation de pUL97 (Marschall et al. 2001)
(Figure 35).

iii. Cible: pUL54, polymérase virale

La protéine virale pUL54 est ’ADN polymérase du CMV. Elle permet la réplication du
virus dans la cellule héte. Cette protéine est une des cibles thérapeutiques anti-cytomégalovirus.
Plusieurs molécules inhibent son activité, telles que le ganciclovir, le cidofovir, le foscarnet ou

I’aciclovir.

+ Ganciclovir

Le ganciclovir (GCV) ou 9-(1,3-dihydroxy-2-propoxyméthyl)-guanine est un nucléoside
synthétique analogue a la 2-déoxyguanosine (Figure 36). Son activation nécessite trois
phosphorylations assurées par des protéines kinases virales et cellulaires. Il est tout d’abord
phosphorylé par la protéine virale pUL97 (Littler et al. 1992), puis par deux kinases cellulaires,
la guanylate kinase et la phosphoglycérate kinase pour devenir actif sous forme triphosphatée
(Matthews and Boehme 1988).

3



NH,
B
& NJ\O
HO\P// 0
/ g
HO
OH

Figure 37 : Structure chimique du Cidofovir




Le GCV triphosphate inhibe la synthése de I’ADN viral a deux niveaux : par I’inhibition
compétitive de I’ADN polymérase virale et par I’inhibition de 1’élongation de I’ADN viral
(Matthews and Boehme 1988).

Le ganciclovir est le premier agent antiviral approuvé pour le traitement des rétinites a

cytomégalovirus chez des patients au stade SIDA (1989).

Le ganciclovir peut étre administré par voie intraveineuse, orale ou intra-vitréenne. Son
traitement prolongé conduit parfois a des effets indésirables (neutropénie, anémie,

thrombocytopénie) et a I’émergence de mutations, conduisant a son inefficacité.

+ Cidofovir et ses prodrogues

o Cidofovir

Le cidofovir (CDV) ou (HPMPC) ou 1-(3-hydroxy-2-phosphonylméthoxypropyl)
cytosine est un analogue de la cytidine (Figure 37). Cette molécule a un effet antiviral contre
les adénovirus, les polyomavirus, les orthopoxvirus et le CMV (Snoeck et al. 1988; Snoeck and
De Clercq 2002). Il nécessite une double phosphorylation pour devenir actif. A I’inverse du
GCV, les phosphorylations sont indépendantes de la phosphotransférase virale pUL97 et sont
réalisées uniquement par des kinases cellulaires (Cihlar and Chen 1996). Le cidofovir inhibe
I’ADN polymérase pUL54 en s’intégrant dans la chaine d’ADN lors de 1’¢élongation. Le
traitement prolongé du CDV conduit a I’émergence de mutations d’UL54, conduisant a

I’inefficacité de cette molécule (Gilbert et al. 2002).

Son application thérapeutique est limitée en raison de sa néphrotoxicité et de son manque
de biodisponibilité orale (Jacobson 1997; Safrin et al. 1997). L’accumulation de cette molécule
dans les cellules des tubules du canal proximal du rein conduit a des dommages des tubules

proximaux (Lalezari et al. 1995).
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Figure 40 : Structure chimigue du Cyclopropavir




o Cidofovir cyclique

Le cidofovir cycligue CHPMPC est une prodrogue du cidofovir. Il est converti en
cidofovir apres son entrée dans la cellule par la phosphodiesterase cyclique cellulaire CMP
(Mendel et al. 1997). Cette molécule est ainsi moins toxique pour les cellules rénales que le
CDV in vivo (Bischofberger et al. 1994) (Hitchcock et al. 1996).

o CMX001 (HDP-CDV) et ODE-CDV

Le CMX001 ou hexadecyloxypropyl ou HPD-CDV et I’ODE-CDV ou
octadecyloxyethyl sont des esters lipidiques, prodrogues du CDV (Figure 38, 39). Ces deux
molécules ont une efficacité antivirale supérieure a celle du CDV in vitro, contre les herpes
virus y compris le CMV (Williams-Aziz et al. 2005). Ces traitements sont efficaces contre les

souches virales résistantes au GCV.

o Cyclopropavir et autres analogues methylenecyclopropane

Les analogues des methylenecyclopropane ont montré une activité antivirale (Kern et al.
2004a). La 1°" génération de molécules synthétisées correspond a des analogues de ’aciclovir,
et la 2°™ génération a des analogues du ganciclovir. Les isoméres Z- et E- ont été synthétisés

dans les deux générations.

Les isoméres Z- de 1°"® génération inhibent la réplication virale de nombreux herpes virus
(Qiu et al. 1998b; Qiu et al. 1998a; Rybak et al. 1999; Rybak et al. 2000; Chen et al. 2003;
Kushner et al. 2003). Ces molécules ont une forte activité antivirale contre le CMV humain,
murin, de rat, de cochon d’Inde et de macaque rhésus (Rybak et al. 2000). Parmi ces molécules,
certaines réduisent la mortalité et la réplication virale chez des souris infectées par la souche

murine ou humaine (Rybak et al. 1999; Kern et al. 2004a).
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Parmi les analogues de 2"% génération, le ZSM-1-62, nommé cyclopropavir (CPV), réduit
la réplication virale de la souche MCMYV dans les organes des souris et de la souche humaine
CMVH dans du tissu feetal humain greffé chez des souris immunodéficientes (Kern et al.
2004b) (Figure 40). La mortalité des souris infectées par le MCMV est réduite suite au

traitement.

Le cyclopropavir nécessite une phosphorylation par la protéine virale pUL97 pour étre actif
(Gentry et al. 2010). In vitro, il est actif contre d’autres herpes virus : le HHV-6 et le HHV-8
(Kern et al. 2005).

Des dérivés du CPV, des analogues methylenecyclopropane halogénés ont également été
synthétisés. Ces molécules présentent une activité antivirale contre le CMV, le virus d’Epstein
Barr, de I’herpes simplex ou du virus de la varicelle zona (Zhou et al. 2004; Zhou et al. 2007;

Zhou et al. 2009) ; mais leur efficacité est moindre par rapport au CPV in vitro et in vivo.

+ Foscarnet

Le foscarnet (PFA) ou acide phosphonoformique est un analogue des pyrophosphates
(Figure 41). Il inhibe sélectivement la réplication virale dans les cellules infectées. Il agit en
bloguant directement, et de fagon non compétitive, le site du récepteur au pyrophosphate de
I’ADN polymérase pUL54, induisant une suppression de la réplication virale (Crumpacker
1992; Wagstaff and Bryson 1994). Contrairement au GCV et au CDV, I’activité antivirale du
PFA ne nécessite pas de phosphorylation.

Le foscarnet est choisi de préférence chez les patients préalablement traités au GCV qui
présentent une résistance au GCV ou chez les patients ne pouvant pas étre traités au GCV en
raison d’une neutropénie (diminution des polynucléaires sanguins) ou d’une leucopénie

(réduction des leucocytes totaux sanguins) (Razonable and Emery 2004).

Le foscarnet est peu utilisé comme traitement curatif chez les transplantés d’organes, en

raison de sa neurotoxicité et de sa néphrotoxicite.
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+ Aciclovir

L’aciclovir (ACV) est un analogue de la 2-deoxyguanosine. 1l doit étre triphosphorylé pour
étre actif (Figure 42). Tout comme le GCV, I’aciclovir est tout d’abord phosphorylé par la

kinase virale pUL97, puis par deux kinases cellulaires.

L’aciclovir a une action anti-CMV en bloquant le site catalytique de I’ADN polymérase
virale, ce qui conduit a un arrét de 1’¢longation de I’ADN. In vitro, cette molécule est moins
efficace que le GCV contre I’infection a CMV. L’aciclovir est utilisé en prophylaxie chez les
patients immunodéprimés, principalement sous forme de sa prodrogue, le valaciclovir
(Lowance et al. 1999).

L’aciclovir est peu toxique, mais peut conduire dans de rares cas a des néphropathies.

Ii. Cibles pUL56/pUL89

L’encapsidation de I’ADN viral fait appel a plusieurs protéines virales pUL56, pUL89
et pUL104. Ces terminases permettent la reconnaissance, le clivage et la translocation des unités
de génome dans les capsides néoformées. Le complexe pUL56/pUL89 préalablement formé, se
fixe & pUL104 afin de transférer I’ADN dans la capside. Plusieurs traitements ciblent ce

complexe et empéchent ainsi la viabilité des virions infectieux néoformés.

4+ Benzimidazoles ribosides : TCRB et BDCRB

Le TCRB ou 2,5,6-trichloro-1-(B-D-ribofuranosyl)benzimidazole et son dérivé le
BDCRB ou 1H-B-D-ribofuranoside-2-bromo-5,6-dichlorobenzimidazole empéchent la
réplication de I’ADN viral du CMV (Figure 43). Ces deux molécules inhibent le clivage des
concatémeéres de I’ADN viral en interagissant avec le complexe protéique pUL56/pUL8&9
(Krosky et al. 1998; Underwood et al. 1998; Underwood et al. 2004).

Le BDCRB a une forte action antivirale contre le CMV in vitro (Townsend et al. 1995;
Chulay et al. 1999; Zou et al. 2000) et in vivo (Kern et al. 2004c).




Figure 45 : Structure chimique du Létermovir




Le BDCRB est relativement peu toxique pour les lignées cellulaires de laboratoire ou les
cultures primaires de cellules souches de la moelle osseuse (Townsend et al. 1995; Nassiri et
al. 1996).

L’administration de TCRB ou de BDCRB conduit a 1’émergence de mutations dans les
genes d’UL56 et UL89, rendant ces molécules inefficaces (Krosky et al. 1998; Underwood et
al. 1998).

+ BAY 38-4766 (Toméglovir)

La molécule BAY 38-4766 ou 3-hydroxy-2,2-dimethyl-N-[4([[5-(dimethylamino)-1-
naphthyl]sulfonyl]lamino)-phenyl]propanamide appartient a la nouvelle classe des agents
anti-CMV non nucléosidiques (Figure 44).

BAY 38-4766 agit sur le clivage et le packaging des concatémeres de I’ADN viral via
les protéines virales du CMV pUL56 et pUL89 (Williams et al. 2003; Nixon and McVoy 2004).
Cette molécule a un fort pouvoir inhibiteur contre le CMVH in vitro (Reefschlaeger et al. 2001).
Il est capable d’inhiber la réplication virale d’isolats cliniques CMVH sensibles et résistants au
GCV (McSharry et al. 2001).

BAY 38-4766 semble étre un bon candidat anti-CMV en raison de sa faible toxicité
cellulaire et de sa bonne biodisponibilité orale (Buerger et al. 2001; McSharry et al. 2001;
Weber et al. 2001; Evers et al. 2002).

+ AIC246 : Létermovir (Figure 45)

Cette molécule inhibe les stades tardifs de la réplication virale en inhibant le clivage et
le packaging de I’ADN viral médiés par les protéines du complexe terminases (Goldner et al.
2011). In vitro, la molécule AIC246 montre une efficacité contre des isolats cliniques de
CMVH, incluant des souches résistantes au GCV (Lischka et al. 2010).

Contrairement a la souche humaine, le CMV murin n’est pas inhibé par AIC246 in vitro

(Lischka et al. 2010).
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Figure 46 : Structure chimique du Léflunomide




In vivo, cette molécule a été testée chez des souris implantées avec des cellules humaines
infectées par le CMVH. Ces cellules sont renfermées dans une matrice de « gelfoam ».
L’administration d’AIC246 conduit a une réduction de I’infection virale dans les cellules

(Lischka et al. 2010).

c. Antiviraux phase tardive

+ Léflunomide

Le Iéflunomide ou N-[4-trifluoromethylphenyl]-methylisoxazol-4-carboxamide est un
dérivé isoxazol (Figure 46). Il est métabolisé en une forme active : le tériflunomide (N-[4-

trifluoro-methylphenyl]-2-cyano-3-hydroxycrotoamide).

Le Iéflunomide est un immunosuppresseur couramment prescrit pour le traitement de la
polyarthrite rhumatoide, une pathologie auto-immune. Le l1éflunomide agit a différents niveaux
dans I’inhibition du systéme immunitaire ; il inhibe la prolifération des lymphocytes B et T, via
I’inhibition de la dihydroorotate dehydrogenase (DHODH) et via I’inhibition de la
phosphorylation de tyrosines kinases cellulaires impliquées dans I’activité des LB et LT (Chong
et al. 1999).

Le Iéflunomide a montré une efficacité anti-RCMV chez le rat (15 g/kg/jour pendant 14
jours). Il réduit de 75 a 99 % la charge virale dans différents organes (glandes salivaires,
poumons, rate), contre 85 a 99 % chez les rats traités aux GCV (10 mg/kg/jour pendant 5 jours)
(Waldman et al. 1999b; Waldman et al. 1999a).

Le Iéflunomide inhibe la réplication du cytomégalovirus humain (Waldman et al. 1999b;
Waldman et al. 1999a). Il agit au stade tardif de la réplication virale en empéchant 1’acquisition
du tégument aux néovirions. Les virions nouvellement formés sont immatures, sans tégument
(Waldman et al. 1999a). En clinique, il a été testé dans une cohorte de transplantés de reins
présentant une maladie a CMV. 88 % des patients répondent a la molécule : ils présentent une
clairance virale dans le sang et une guérison des organes atteints apres traitement (John et al.
2005; Sudarsanam et al. 2006). Toutefois, son application thérapeutique est limitée en raison

de ses effets hépatotoxique et tératogene.







E) Modéles animaux d’infection a CMYV utilisés pour le

développement d’antiviraux

1) Généralités sur les modéles d’infection a CMV in vivo

Les modé¢les animaux permettent 1’étude physiopathologique d’une infection et les
possibilités des traitements de cette infection. Les modeles animaux miment, non seulement,
les manifestations cliniques d’une pathologie humaine, mais aussi, reproduisent, aussi
fidelement que possible, les diverses conditions physiologiques ou pathologiques dans
lesquelles cette pathologie se développe chez 1’homme. Des modéles animaux ont été
développés pour I’étude de I’infection humaine par le CMV. Parmi eux, des modeles de
manifestations cliniques (rétinites, myocardites, déficits neurosensoriels, athérosclérose) et des
modeles de situations cliniques (infections congénitales et/ou néonatales, modeles

d’immunosuppression).

Les souches virales de CMVH qui infectent I’homme ont une spécificité d’espéce qui rend
impossible leur utilisation dans les modeles animaux classiques. Des modeles infectés par des
souches virales spécifiques de chaque espece ont été développés : le RCMV est spécifique au
rat, le RhHCMV au macaque rhésus, le MCMV a la souris et le GPCMYV au cochon d’Inde.

) Mode¢les d’étude d’efficacité des antiviraux

a. Modéles d’infection souris

Les modeles d’infections souris sont les modeles animaux les plus utilisés pour tester

I’efficacité de nouvelles molécules dirigées contre le CMV.

Les souris BALBI/c, sensibles au virus sauvage MCMV sont le plus couramment
utilisées (Notons que certaines souches de souris sont résistantes aux souches virales MCMV,
telles que les souris C57BL/6 (Lee et al. 2003; Voigt et al. 2003)).







Des modeles murins d’immunosuppression (en rapport avec le VIH ou les transplantés)
ou de myocardite liée a I’infection par le CMV ont été développés (La souris n’est pas un bon
modéle pour 1’étude de I’infection congénitale. La gestation de ces animaux étant courte,

environ 21 jours, le virus n’a pas le temps d’infecter les feetus (Johnson 1969)).

Les modeles murins infectés par les souches virales MCMV ont permis de montrer
I’efficacité de plusieurs antiviraux dirigés contre le CMV : il s’agit du ganciclovir, du cidofovir
et du foscarnet. Ces molécules ont par la suite montré une efficacité chez les patients (Buhles
et al. 1988; Crumpacker et al. 1988; Dieterich et al. 1988; Walmsley et al. 1988; Polis and
Masur 1995; Jacobson 1997; Lalezari 1997a, 1997b; Lalezari and Kuppermann 1997; Lalezari
et al. 1997; Safrin et al. 1997; Jacobson et al. 1999).

Les mod¢les murins étudient ’efficacité des antiviraux sur des souches de CMV
spécifiques a la souris. De nouveaux modeles expérimentaux ont été développés afin de
contourner cette approximation. L’approche technique consiste a greffer sur la souris des
cellules humaines ou des tissus humains, eux-mémes infectés par du CMVH. La souche de
CMVH utilisée préférentiellement est la souche humaine Toledo. Sa séquence d’ADN est
proche de celle des souches sauvages (contrairement aux souches AD169 et Towne qui le sont
moins) (Cha et al. 1996). Ces modéles sont développés sur des souris immunodéficientes afin

d’éviter le rejet de la xénogreffe.

Les modéles d’infection 8 CMVH chez la souris SCID empruntent deux approches : la
premiére consiste a greffer des cellules humaines telles que des fibroblastes embryonnaires
humains enfermés dans une matrice artificielle d’agarose (Allen et al. 1992) ou de « gelfoam »

(Bravo et al. 2007) ; la seconde consiste a greffer du tissu humain chez les souris.

i. Souris SCID greffées avec des cellules humaines

+ Modéle agarose

Le GCV a été testé dans un modele de souris immunodéficientes (souris CD-1, Charles
River) recevant par voie intrapéritonéale (i.p) des fibroblastes embryonnaires (MRC-5)

préalablement infectés par la souche AD169 en culture enfermés dans une matrice d’agarose.




GCV sous-cutané

(mg/kg/jour)

% réduction 92,5 73 20,6
réplication virale

Tableau 11 : Effet du traitement GCV, administré en sous-cutané,
sur la réplication virale dans les implants de souris inoculées avec
du CMVH

(Modifié d’aprés Allen et al. 1992)

114



Les souris sont traitées au GCV 4h avant I’implantation des cellules en sous-cutané, puis
deux fois par jour pendant 4 jours. Cing jours post-implantation, les cellules enfermées dans
I’agarose sont récupérées. Les résultats révelent que plus la concentration en GCV administrée

est importante et plus la réplication virale est inhibée (Allen et al. 1992) (Tableau 11).

+ Modele « qelfoam »

Ce modele consiste a introduite dans une matrice de « gelfoam » (éponge), une
suspension cellulaire de fibroblastes (HFF) préalablement infectée par la souche virale
HV5.111, souche Toledo qui exprime la protéine « Green Fluorescent Protein » (GFP) a une
multiplicité d’infection de 0,01 (correspondant a I’infection d’une cellule sur 100 cellules
totales) (Bravo et al. 2007). 24 heures aprés, les souris sont greffées avec I’implant en sous-
cutané au niveau dorsal. L’efficacité du GCV et du CDV a été vérifiée : le CDV présente une
activité antivirale supérieure a celle du GCV. L’administration i.p de CDV (25 mg/kg/jour) ou
de GCV (100 mg/kg/jour) a J7 post-greffe pendant 7 jours conduit a une forte réduction de la
charge virale dans les implants (1,56 +/- 0,4 pour le groupe CDV ; 2,07 +/- 0,62 pour le groupe
GCV ; contre 3,51 +/- 0,31 log 10 pfu/ml pour le groupe placebo). L’efficacité antivirale de ces
traitements laisse supposer que les implants sont viables et vascularisés au cours du temps post-

greffe.

La molécule AIC246 a également été testée dans ce modéle. En revanche, afin
d’améliorer la vascularisation des implants, ceux-Ci recoivent une injection de facteurs de
croissance pour fibroblastes une heure avant la greffe. Cette molécule est administrée per os 4
heures post-greffe, et 1 fois/jour pendant 9 jours. La charge virale de la souche Davis de CMVH
est fortement réduite, d’environ 100 fois moins, suite au traitement de 30 mg/kg d’AlC246 par

rapport au contréle (Lischka et al. 2010).




GCV per os 0 125 500 1500
(Mg/ml)

Nombre 5.10° 1.10° 2.10* 2,5.10?
pfu/greffon

Tableau 12 : Effet du traitement GCV, administré par voie orale, sur

la réplication virale dans les greffons de souris inoculées avec du
CMVH

(Modifié d’aprés Mocarski et al. 1993)

GCV i.p (mg/kglj) 0 8 40

Nombre pfu/greffon 1,5.107 2.10° 1.10°

Tableau 13 : Effet du traitement GCV, administré par voie

intrapéritonéale, sur la réplication virale dans les qreffons de souris
inoculées avec du CMVH

(Modifié d’aprés Mocarski et al. 1993)




J14 p.i J21 p.i J28 p.i J35 p.i

Placebo 73%* 56% 50% 56%
GCV 45 mg/kg (i.p) 0% 0% 29% 17%
CPV 45 mg/kg (per 0s) 0% 0% 0% 0%

Tableau 14 : Effet des traitements GCV et CPV sur la réplication du

CMVH dans les implants de thymus/foie chez la souris SCID
*Pourcentage d’implants positifs au CMV

(Modifié d’aprés Kern et al. 2004)



J14 p.i J21 p.i J28 p.i J35 p.i

Placebo 45 Op* 36 % 64 % 80 %

MBYV 100 mg/kg per o0s 10 % 20 % 0% 20 %

Tableau 15: Effet du traitement MBV sur la réplication virale dans

les implants de thymus/foie

*Pourcentage d’implants positifs au CMV

(Modifié d’aprés Kern et al. 2004)

J14 p.i J21 p.i J28 p.i J35 p.i
Placebo 3,98* 4,83 4,97 5,93
MBYV 100 mg/kg per o0s 2,7 2,73 0 3,54

Tableau 16 : Effet du traitement MBV sur la réplication virale du
CMVH dans les implants de thymus/foie

* Quantitée de CMV en log 10 pfu/g

(Modifié d’aprés Kern et al. 2004)




ii. Souris SCID greffées avec du tissu humain

4+ Modéle thymus/foie

Dans un modele de souris SCID-humanisées, des tissus de thymus et de foie humains
sont greffés dans les capsules rénales de souris (Mocarski et al. 1993). L’infection CMVH est
réalisée 12 a 14 semaines post-greffe dans les implants. L’efficacité du GCV a été vérifiée par
deux types d’administration : I’administration per 0s et I’injection par voie intrapéritonéale. Six
heures post-infection (10° pfu souche Toledo), les souris recoivent 125, 500 ou 1500 pg/ml de
GCV per o0s. L’administration de GCV par 1.p est effectuée 4h post infection. Les greffons sont
récupérés 12 jours post infection. Ils sont soniqués et le titre viral de chacun est mesuré par
essai antiviral sur des fibroblastes embryonnaires humains (HFF). Les résultats démontrent
d’une part, une efficacité importante du GCV contre la réplication du CMVH dans ce tissu, et
d’autre part, que I’efficacité antivirale est comparable entre I’administration per os et I’injection
i.p (Mocarski et al. 1993) (Tableaux 12, 13). Ce modéle a également permis d’étudier
I’efficacité du cyclopropavir, des benzimidazoles (MBV et BDCRB) et des esters de CDV
(HDP-CDV et ODE-CDV) (Kern et al. 2004b; Kern et al. 2004c).

L’administration par voie orale de CPV 24h post-infection (45 mg/kg/jour pendant 28
jours) inhibe totalement la réplication virale du CMV dans les implants aux différents temps
post-infection (J14, 21, 28 et 35) (Tableau 14).

Contrairement au modéle de rétinite a CMV, le BDCRB (33 ou 100 mg/kg/jour pendant
28 jours) présente une activité antivirale dans les implants, et notamment a J28 post-infection
(11 % d’implants CMV™ sous traitement contre 67 % dans le groupe placebo). Le maribavir est
efficace contre le virus aux différents temps post-infection, et inhibe totalement 1’infection
virale a J28 (Tableaux 15, 16).

Les esters de CDV (HDP-CDV et ODE-CDV) administrés par voie orale montrent une
efficacite antivirale de 4 a 8 fois plus importante que celle du CDV (administré par i.p) dans ce

modele, ainsi que dans le modeéle de rétinite.




Placebo 33%* 75% 83% 80%

GCV 45 mg/kg (i.p) 0% 0% 0% 17%

CPV 45 mg/Kg (per 0s) 0% 0% 0% 0%

Tableau 17: Effet des traitements GCV et CPV sur la réplication du

CMVH dans les implants de tissu réetinien chez la souris SCID
*Pourcentage d’implants positifs au CMV

(Modifié d’aprés Kern et al. 2004)

Placebo 40 %* 70 % 60 %

CDV 25 mg/kg i.p 0% 10 % 30 %

Tableau 18 : Effet du traitement CDV sur la réplication du CMVH
dans les implants de tissu rétinien chez la souris SCID

*Pourcentage d’implants positifs au CMV

Le traitement est administré 1 fois/jour pendant 14 jours, puis trois fois pendant les 14
jours suivants. Le traitement est arrété au bout de 28 jours.

(Modifié d’aprés Kern et al. 2001)




+ Modéle rétinite

Un modéle d’infection a CMV a été développé pour 1’étude des rétinites a CMV chez
des souris SCID-humanisées (Bidanset et al. 2001, 2004). Ce modele consiste & implanter du
tissu feetal humain de rétine dans la chambre antérieure de 1’ceil des souris. Quatre a 9 semaines
post-greffe, les implants sont infectés par 2000 a 7500 pfu de CMVH (souche Toledo). Les
charges virales sont détectées dans les implants a différents temps post-infection. L’efficacité
du GCV, du CPV, du CDV, des benzimidazoles (MBV et BDCRB) ainsi que des dérivés du
CDV (HDP-CDV et ODE-CDV) a été vérifiée (Bidanset et al. 2004; Kern et al. 2004a; Kern et
al. 2004b; Kern et al. 2004c).

L’administration de 45 mg/kg de GCV (i.p) ou de CPV (per 0s) conduit a une inhibition
quasi-totale de I’infection virale (Tableau 17). Le CPV inhibe fortement la réplication virale, et
d’autant plus lorsque 1’administration de cette drogue est effectuée précocement par rapport a
I’infection provoquée. De plus, I’arrét du traitement de CPV a J28 post-infection conduit & une

réactivation virale, observée a J42 (Tableau 18).

L’administration i.p de BDCRB (50 ou 75 mg/kg/jour pendant 28 jours) n’a pas d’effet
contre I’infection CMVH, contrairement au MBYV, administré per os (75 mg/kg 2 fois/jour
pendant 14 jours, puis 1 fois/jour pendant 14 jours) qui réduit d’environ 4 fois la charge virale

dans les implants par rapport au placebo a J21 post-infection.

iii. Modéles d’infection 3 MCMV

Le modele souris permet I’étude de la propagation virale dans les organes, reflétant
I’infection naturelle acquise chez les patients immunocompétents et immunodéficients. Ce

modele nécessite I’infection via une souche murine MCMV.

Plusieurs analogues des Z- ou E-methylenecyclopropane ont montré une efficacité
antivirale contre le CMVH et le MCMV in vitro (Qiu et al. 1998b; Qiu et al. 1998a). Ces
molécules ont été testées chez la souris BALB/c en comparaison au ganciclovir (Rybak et al.
1999).




Traitements Nombre de déces de souris % mortalités

Placebo / QYL-438 13/15 87
QYL-438 50 mg/kg +6h 2/15 13
QYL-438 5,6 mg/kg +6h 10/15 67
QYL-438 50 mg/kg +48h 6/15 40
QYL-438 5,6 mg/kg +48h 15/15 100
Placebo / GCV 14/15 93
GCV 50 mg/kg +6h 0/15 0

GCV 5,6 mg/kg +6h 2/15 13
GCV 50 mg/kg +48h 2/15 13
GCV 5,6 mg/kg +48h 13/15 87

Tableau 19 : Effet des traitements GCV et Synguanol sur la
mortalité des souris inoculées avec du MCMV

(Modifié d’aprés Rybak et al. 1999)

Traitements Nombre de décés de souris % mortalités
Placebo / QYL-284A 15/15 100
QYL-284A 50 mg/kg +6h 5/15 33
QYL-284A 5,6 mg/kg +6h 13/15 87
QYL-284A 50 mg/kg +48h 13/15 87
QYL-284A 5,6 mg/kg +48h 15/15 100
Placebo / GCV 15/15 100
GCV 50 mg/kg +6h 0/15 0
GCV 5,6 mg/kg +6h 9/15 60
GCV 50 mg/kg +48h 7115 47
GCV 5,6 mg/kg +48h 9/15 60

Tableau 20 : Effet des traitements GCV et Synadenol sur la
mortalité des souris inoculées avec du MCMV

(Modifié d’aprés Rybak et al. 1999)




Les souris infectées (2.10° pfu souche murine Smith, voie intrapéritonéale) sont traitées par
voie i.p pendant 5 jours avec du GCV, du QYL-284A (Synadenol) ou du QY L-438 (Synguanol)
(5,6 ou 50 mg /kg/jour) a différents temps post-infection (+6h, +24h ou +48h). Ces trois
molécules réduisent la mortalité des souris, et ce d’autant plus, lorsque le traitement est

administré précocement apres 1’infection virale (Tableaux 19, 20).

L’efficacité antivirale du cyclopropavir a également été mesurée (Kern et al. 2004b). Cette
molécule présente une meilleure efficacité antivirale lorsqu’elle est administrée par voie orale,
que par voie i.p. Le CPV réduit fortement la mortalité des souris CMV". Il est plus efficace que
le GCV (10 mg/kg/jour, per os) contre la mortalité des souris ainsi que contre la réplication
virale du MCMV. En effet, les organes (foie, poumons, rate, reins, pancréas) des souris
présentent une réduction des charges virales de MCMYV en présence de CPV (10 mg/kg, per
0s), et plus particulierement dans le foie.

La molécule BAY 38-4766 a été testée contre la souche virale MCMV in vivo chez des
souris SCID, utilisées comme mod¢le d’immunodépression (Weber et al. 2001). Ce traitement
conduit a une forte réduction de ’infection virale, détectée dans divers organes (poumons, reins
et glandes salivaires). L’infection est d’autant plus réduite en présence de fortes concentrations
de BAY 38-4766 (3 a 100 mg/kg, per 0s). Ces résultats sont semblables pour le traitement au
GCV (Tableaux 21, 22).

b. Modéles d’infection rat

L’infection de rats immunocompétents avec la souche virale RCMV conduit a une
infection asymptomatique. En revanche, la dissémination virale est observée chez des rats
immunodéprimés. Ces animaux sont de bons modeles d’étude de 1’infection virale chez les

immunodéprimés (SIDA et transplantés).

Plusieurs antiviraux ont montré leur efficacité a réduire la virulence du RCMV : le
ganciclovir (Stals et al. 1991; Stals et al. 1993), le cidofovir (Stals et al. 1991; Stals et al. 1993),

le foscarnet (Stals et al. 1991) ainsi que ’aciclovir (Bruggeman et al. 1987).

Le virus CMV spécifique du rat est responsable de manifestations physiopathologiques

vasculaires telles que 1’athérosclérose ou la sténose artérielle (Kaptein et al. 2006).







[GCV] (mg/kg)

Glandes salivaires

Poumons

0 100 % 100 % 100 %
3 20 % 7% 10 %
10 16 % 6 % 10 %
30 2% 3% 10 %
100 2% 3% 8 %

Tableau 21 : Effet du traitement GCV contre Uinfection MCMV
chez la souris SCID

* Pourcentage de tissus positifs au CMV

(Modifié d’aprés Weber et al. 2001)

[BAY 38-4766] (mg/kg) Glandes salivaires Poumons
0 100 % 100 % 100 %
3 83 % 21% 30 %
10 40 % 12 % 13%
30 23 % 10 % 9%
100 8 % 11 % 2%

Tableau 22 : Effet du traitement BAY 38-4766 contre ’infection

MCMYV chez des souris immunodéficientes

* Pourcentage de tissus positifs au CMV

(Modifié d’aprés Weber et al. 2001)







L’utilisation de ce modele pourrait aider a déterminer de nouvelles cibles du CMV pour

le développement de nouvelles molécules protectrices vis-a-vis des maladies vasculaires.

c. Modéles d’infection cochon d’Inde

Le modéle cochon d’Inde a été développé pour reproduire les manifestations cliniques
des maladies & CMV. 1l existe deux mode¢les pour 1’¢tude de la physiopathologie du GPCMV
et des applications thérapeutiques : le mod¢le d’infection congénitale et néonatale, ainsi qu’un

mode¢le d’immunosuppression.

Plusieurs analogues nucléotidiques anti-CMV ont été testés contre la souche virale

GPCMV chez le cochon d’Inde : le ganciclovir, le cidofovir et des dérivés du CDV.

In vitro, la souche virale GPCMV est résistante au ganciclovir. A des doses cliniques,
le GCV est inefficace pour combattre ’infection (Fong et al. 1987; Woolf et al. 1988).
Toutefois, a forte concentration, on n’observe pas de labyrinthites ou de pertes auditives
neurosensorielles, manifestations cliniques de I’infection congénitale (Woolf et al. 1988). La
réduction de sensibilit¢ du GCV pour le virus GPCMV peut s’expliquer par la différence de
séquence en acides aminés du domaine catalytique, domaine indispensable a I’activation de la
molécule, entre la protéine pUL97 de CMVH et la kinase homologue pGP97 chez le cochon
d’Inde (Fox and Schleiss 1997). Cette hypothése a été confirmée par la substitution de la
protéine pGP97 par pUL97 dans un virus chimérique GPCMV. Cette substitution améliore la
susceptibilité du virus recombinant au GCV et au MBV (McGregor et al. 2008) : ’ICso du GCV
est de 125 pM et 12,5 pM pour la souche sauvage GPCMV et le virus recombinant
respectivement (McGregor and Choi 2011). Contrairement au GCV, la souche GPCMV est
sensible au cidofovir (Beadle et al. 2002). En raison de la néphrotoxicité du cidofovir, par son
accumulation dans les cellules rénales des tubules proximaux (Lalezari et al. 1995), des dérivés
du CDV ont été synthétisés (CDV cyclique, CMXO001). L’efficacité de ces prodrogues a été
évaluée chez le cochon d’Inde. Leur toxicité cellulaire sont inférieures a celles du CDV in vitro
et in vivo (Bischofberger et al. 1994; Hitchcock et al. 1996). Le CDV cyclique semble
contrecarrer ’apparition de certaines pathologies induites par le GPCMV telles que les
labyrinthites et les pertes auditives neurosensorielles (Bourne et al. 2000; White et al. 2006).







L’efficacité antivirale des prodrogues du CDV, le CDV cyclique et le CMX001, a eté
testée in vivo dans un mod¢le d’infection congénitale a GPCMV. Ces molécules thérapeutiques
réduisent la mortalité des femelles gestantes et des feetus. Le CDV cyclique (20 mg/kg
administré par i.p., 24h post-infection) empéche la transmission au feetus du virus (virus
recombinant GPCMYV exprimant la GFP) : 26 % des feetus « placebo » sont GRCMV™ contre 0
% dont la mere a été traitée par le CDV cyclique. Cette molécule augmente ainsi la survie des
nouveau-nés (Schleiss 2006). Les femelles gestantes traitées au CDV cyclique (35 mg/kg)
présentent une réduction de la charge virale dans les tissus et plus particulierement dans le

placenta (Bravo et al. 2006).

Le CMXO001 (20 mg/kg administré per os, 24h post infection) conduit a la une
augmentation des naissances : 55,6 % de naissances sans traitement contre 93,8 % de naissances
chez les femelles traitées (Bravo et al. 2011). A J7 post-infection, le traitement CMX001 réduit
la virémie chez la femelle gestante. La quantité d’ADN viral est également réduite dans le foie

et la rate.

Les foetus présentent une réduction des charges virales dans les organes suite au
traitement de la mére : 25 % tissus CMV* avec traitement contre 44 % sans traitement dans la
rate ; et 57 % contre 73 % dans le foie (Bravo et al. 2011).

Le maribavir n’a pas d’effet antiviral contre les souches CMV de murin, de rat ou de cochon
d’Inde in vitro (Williams et al. 2003). L’efficacité de cette molécule a été mesurée chez le
cochon d’Inde en utilisant une souche virale recombinante (McGregor et al. 2008). La
production du virus recombinant est effectuée a partir de chromosomes artificiels bactériens
(BAC). Ils permettent 1’insertion d’ADN viral de grande taille, tel que celui du GPCMV et de
produire des virions recombinants en culture cellulaire aprés transfection du BAC recombinant.
Le géne GP97 du cochon d’Inde, homologue du géne UL97 de CMVH est remplacé par le géne
UL97 de la souche CMVH Towne au sein du genome du GPCMV. Dans ce modele, le GCV et
le MBV ont été testés in vitro : I’'ICso du GCV est améliorée chez le virus chimérique par rapport
a la souche virale sauvage de cochon d’Inde (15,2 uM +/- 3 pour le virus chimérique contre
174,7 uM +/- 16 pour la souche sauvage). De la méme maniére, le virus recombinant améliore
sa susceptibilité au MBV (ICso du MBV est égale a 14,05 uM +/- 0,8 pour la souche mutante

contre 62,05 uM +/- 4,5 pour la souche sauvage).




=

Attenuated/ Recombinant HCMV- Recombinant HCMV-specific
recombinant HCMV-encoded associated viral/DNA vectors synthetic peptide
HCMV gB protein dense bodies encoding HCMV epitopes
1 epitopes or proteins

D>

Preclinical testing in an animal model

y
2
Ao
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Fiqure 47 : Stratégies de développement de vaccins
(Crough et al. 2009)

Les différents vaccins développés incluent les virus vivants atténués, des corps denses, des
protéines virales recombinantes, des virus utilisés comme vecteur (virus vaccine,
canarypox) ou des épitopes de peptides synthétiques.




F) Modéles animaux d’infection a CMV utilisés pour le

développement de vaccins

) Vaccins CMV

Les manifestations cliniques de I’infection a CMV sont le plus souvent inexistantes dans la
population immunisée, souvent moins deléteres chez le receveur de greffe d’organe séropositif,
et la transmission de la mére au feetus, médiée par la virémie maternelle et le passage
transplacentaire est considérablement diminuée par une immunité préexistante a la grossesse.
Ces constats ont favorisé le développement de différents vaccins, d’abord vivants atténués puis
inertes contre le CMVH (Figure 47). Lfefficacité clinique, bien qu’incompléte, de
I’administration d’immunoglobulines hyper-immunes anti-CMV pour diminuer les
manifestations cliniques de 1’infection périnatale chez le prématuré ou la transmission au feetus
(Nigro et al. 2011), sont également des éléments encourageants. Les deux principales difficultés
rencontrées dans le développement des vaccins sont la spécificité d’espéce du virus, mais
surtout, le faible nombre d’enfants infectés et symptomatiques, rendant difficile voire
impossible, du fait du recrutement nécessaire, les études vaccinales a tres grande échelle.
Différentes stratégies vaccinales ont été developpées in vivo notamment dans le but de protéger
le feetus contre 1’infection congénitale a CMV. Généralement, les vaccins anti-CMV sont testés
chez le cochon d’Inde et le macaque rhésus en raison de leurs similarités anatomiques et

embryonnaires avec 1’homme.

Une difficulté particuliére est le choix des cibles vaccinales. Les glycoprotéines
d’enveloppe, gB et gH, notamment, sont les cibles d’une réponse anticorps neutralisante, tres
présente chez les séropositifs, et lente a apparaitre lors de la primo-infection (Crough and
Khanna 2009). Ces anticorps anti-gB notamment selon leur maturité, auraient comme nous
I’avons vu précédemment un effet facilitant le transport du CMV a travers les
syncytiotrophoblastes, ou, lorsque les IgG sont matures, un effet protecteur de barriere (Maidji
et al. 2006). La réponse cellulaire est également essentielle pour la maitrise de 1’infection,
comme en témoigne le lien entre immunodépression cellulaire et infection a CMV chez les
transplantés ou au cours du SIDA. Les cibles des réponses CD4" et CD8" au cours des infections
anciennes sont les glycoprotéines d’enveloppe mais surtout la pp65 et les proteines tres
précoces IE (Gandhi et al. 2003).







a. Vaccins vivants atténués

A partir des années 1990, des vaccins vivants atténués utilisant la souche de CMV
Towne, délétée d’une partic de son génome ont été développés (Adler et al. 1998) ; mais
I’absence d’immunité durable induite par ces virus 1’ont fait abandonner au profit de virus
chiméres Towne/Toledo (Heineman et al. 2006) permettant d’espérer une meilleure protection.
Cependant, la suspicion d’association entre glioblastome et CMV (Michaelis et al. 2009) I’ont
fait abandonner au profit de vaccins recombinants utilisant notamment la glycoprotéine
d’enveloppe gB indispensable a la pénétration du virus dans la cellule, et cible majeure
d’anticorps neutralisants (Crough and Khanna 2009). Ces vaccins recombinants défectifs (virus
vaccine, canarypox, alphavax) peuvent étre utilisés comme vecteur et portent des fractions
protéiques du virus cible (gB ou pp65). Ces vaccins ont I’avantage de ne pas induire de maladie
chez le sujet sain ou 'immunodéprimé. L’utilisation du vecteur canarypox et du vaccine
exprimant la gB a été testée individuellement ou simultanément chez des patients CMV
séronégatifs (Bernstein et al. 2002). Ces traitements expérimentaux préventifs ont montré une
activation de la synthese des anticorps et de la réponse immunitaire cellulaire chez le cochon
d’Inde et chez ’homme. En revanche, 1’activation de la réponse immune notamment cellulaire
est de courte durée. Leurs combinaisons avec un vaccin inerte pourraient améliorer la durée de
protection (Plotkin 2001).

b. Vaccins inertes entiers et sous-unitaires

Deux approches ont été développées : les particules virales vides synthétisées en exces
par le virus en culture cellulaire, les corps denses ou les protéines recombinantes. Chez la souris,
les corps denses, qui contiennent les protéines du virus sans le génome, ont permis d’obtenir
une réponse humorale et cellulaire, mais sont complexes a produire a 1’échelle industrielle
(Pepperl et al. 2000). C’est pourquoi les vaccins ont plutot été développés avec des protéines

recombinantes.







I1) Développement de vaccins chez le cochon d’Inde et le macaque rhésus

Comme nous 1’avons souligné précédemment, le modele de transmission congénitale
du GPCMYV chez le cochon d’Inde, plus accessible que celui du macaque, est un mode¢le assez
proche de I’infection congénitale chez I’homme. La physiopathologie est proche : virémie,
mononucléose, splénomégalie, lymphadénopathies, la structure des placentas est identique, la
gestation est longue (65-70 jours) divisée en trois périodes, permettant 1’é¢tude de la cinétique
de transmission. Dans ce modele, la transmission transplacentaire est de 30 a 50 % en cas de
primo-infection, conduisant a une infection congénitale chez les nouveau-nés, avec une
mortalité élevée. Dans ce modele, des tests d’analyse de I'immunité cellulaire et humorale ont

été développés (Bia et al. 1984a; Bia et al. 1984b; Schleiss 2008).

L’administration d’anticorps anti-GPCMYV chez le cochon d’Inde avant ou juste apres
I’infection de la mére peut protéger le feetus de la mort in utero. En revanche, lorsque la mére
est infectée en fin de 2™ trimestre ou en début de 3°™ trimestre de gestation, le virus est capable
de traverser le placenta et d’infecter le foetus (Bernstein et al. 1999). Les femelles gestantes de
cochon d’Inde immunisées par du sérum contenant des immunoglobulines anti-gB ont une
durée de virémie raccourcie, et sont moins sujettes a des avortements spontanés (Chatterjee et
al. 2001).

Parmi les vaccins inertes sous-unitaires, il a été¢ développé chez le cochon d’Inde des
pseudo-particules, particules virales inaptes a la réplication du virus, des vaccins a « ADN » et

des vaccins « protéiques ».

Les particules pseudo-virales GPCMV (enveloppe soluble partiellement purifiée)
protegent contre la mort du feetus, conduisent a une diminution de I’infection généralisée chez

la femelle gestante et le foetus et a une diminution du nombre de feetus infectés (Bia et al. 1980;

Bia et al. 1984a; Bia et al. 1984b).

Un homologue de la glycoprotéine gB induit une prolifération d’anticorps neutralisants
et de lymphocytes. La durée de la virémie de la femelle gestante est réduite et la survie des

nouveau-nés est améliorée (Bia et al. 1980; Harrison et al. 1995; Bourne et al. 2001).

Le vaccin « protéique » permet ’administration de la protéine recombinante gB,

sécrétée via un BAC et purifiée. Il est administre avant la gestation.







I1 a été montré d’une part, que ce vaccin a une efficacité contre la mortalité des nouveau-
nés (76 % de décés sans vaccination, contre 25 % avec vaccination), et d’autre part, que le choix
de I’adjuvant a un impact sur la mortalité (22 % décés avec adjuvant « Freund » contre 47 %

avec I’adjuvant « aluminium ») (Schleiss et al. 2004).

Le vaccin a « ADN » permet I’administration de la glycoprotéine virale gB ou de la
pp65 par voie intramusculaire via un gene gun (Schleiss et al. 2000). Seule I’immunisation avec
la gB a un impact significatif positif sur la transmission congénitale du GPCMV au début du
3™ trimestre de gestation. En effet, seuls 41 % des nouveau-nés dont la mére a recu une

injection de vaccin sont infectés par le virus (Schleiss et al. 2003).

Chez le macaque rhésus, plusieurs vaccins a virus inactivés ont été developpés. Ils
permettent la production d’anticorps neutralisant anti-gB, anti-pp65, anti-IE1 (Plotkin 1999;
Gonczol and Plotkin 2001; Plotkin 2001).

1) Développement chez I’homme

En 2009, une étude clinique de phase II d’un vaccin recombinant contenant la gB et un
adjuvant lipidique, le MF59 a montré des résultats encourageants (Pass 2009; Pass et al. 2009).
Dans une cohorte de 464 femmes séronégatives ayant déja un enfant et donc plus exposées au
CMV que la population générale des femmes en age de procréer ont regu trois doses vaccinales
a 0, 1 et 6 mois post-partum. La recherche d'une infection a CMV a été effectuée durant 42
mois (anticorps IgG contre les protéines du CMV) ; la survenue d’une primo-infection 8 CMV
a ¢t¢ confirmée par culture et recherche d’anticorps spécifiques en western blot. Apres un suivi
minimal de 1 an, 46 infections ont été confirmées, 18 dans le groupe vaccinal et 31 dans le
groupe placebo, soit une efficacité vaccinale de 50 %. Les effectifs trop faibles n’ont pas permis
de dégager une différence significative concernant le nombre d’enfants infectés dans chaque

groupe.
D’autres essais ont été réalisés dans la population des transplantés :

En greffe d’organe, le vaccin gB avec le méme adjuvant réduit la fréquence de survenue

et la durée de la virémie chez les receveurs séronégatifs vaccinés (Griffiths et al. 2012).







Chez les receveurs de cellules souches hématopoiétiques, un vaccin ADN codant la gB
et la pp65 espace les épisodes d’infection a CMV chez les vaccinés durant I’année suivant la

greffe, mais ne diminue pas la nécessité de traitement par les antiviraux.

En résumé, chez I’homme, les résultats sont plus contrastes selon les populations et la
protection conférée par les différents vaccins reste incompléete. Bien que les anticorps anti-gB
semblent partiellement protecteurs contre la transmission materno-feetale, le vaccin

prophylactique anti-CMV reste a améliorer.







Objectifs

Le cytomégalovirus humain est la premiére cause d’infection congénitale virale dans le
monde. Les répercussions de ce virus chez le feetus et le nouveau-né sont nombreuses et
conduisent parfois au déces ou a des handicaps majeurs. Bien que 90 % des infections
congénitales ne provoquent pas de symptdémes, parmi les 10 % restants, les séquelles sont
graves et souvent irréversibles (hépatomégalie, microcéphalie, surdité...). L’infection peut

parfois conduire a la mort du feetus in utero.

A T’heure actuelle, la transmission du CMVH de la mére au foetus n’est pas totalement
¢lucidée. Le placenta agit comme une barriére ou au contraire comme une porte d’entrée pour
le virus puisque lors des primo-infections, la transmission au feetus se produit dans 35 a 40 %
des cas (Fowler et al. 1992). C’est ce que souligne ce cas d’une grossesse gémellaire, bichoriale
biamniotique au cours de laquelle, malgré la virémie maternelle a 22 semaines post-gestation,
seul un des deux feetus a été infecté. Au cours de la 34°™ semaine, le feetus CMV* décédera in

utero avec un fort retard de croissance in utero (Lazzarotto et al. 2003).

Les traitements anti-CMV utilisés en prophylaxie ou en curatif sont le valaciclovir, le
ganciclovir, le cidofovir et le foscarnet. Ces drogues ne peuvent étre utilisées chez la femme

enceinte en raison de la toxicité cellulaire qu’elles provoquent.

Différents modeles d’étude d’infection congénitale a CMV ont été développés ces
dernieres années. Ces modéles permettent de mieux comprendre la physiopathologie de la
transmission virale. Cependant les modeles d’étude d’efficacité des antiviraux sur 1’infection
placentaire et la transmission sont limités par la spécificité d’hote étroite du virus. Pour cette
raison, nous avons souhaité développer deux modéles d’étude ex vivo et in vivo de la

propagation virale dans le placenta humain.

Notre travail s’est organisé en trois axes de recherche. Le premier axe consiste a étudier
in vitro dans des cultures de fibroblastes embryonnaires humains infectés par le CMVH,
I’efficacité¢ de nouvelles molécules thérapeutiques ou de leur association. Nous avons choisi
deux souches virales, la souche de référence AD169 et un isolat clinique d’infection congénitale
P*. Nous avons sélectionné des molécules ayant montré un effet anti-CMVH ou potentiellement
actives sur celui-ci et testé 1’efficacité antivirale des molécules isolées ou en combinaison, ainsi
que leur toxicité. Parmi ces molécules, certaines semblent peu toxiques a faibles concentrations

et pourraient étre administrées chez la femme enceinte.







I1 s’agit du maribavir, un benzimidazole riboside, de deux flavonoides, la quercétine et

la baicaléine ainsi que I’antipaludéen, 1’artésunate.

Nous avons également sélectionné des kinases agissant sur le cycle cellulaire de la
cellule hote et susceptibles d’interférer avec 1’inhibition de pUL97 afin de mieux comprendre
I’action du maribavir. Ces anti-Cdks inhibent la croissance cellulaire en inhibant
spécifiqguement ou non les complexes Cdks/Cyclines qui interviennent a différents stades au
cours du cycle cellulaire. Ces complexes permettent la division cellulaire en agissant sur
I’entrée des phases G1, S, M et G2.

Le deuxiéme axe de recherche regroupe les travaux effectués ex vivo. Nous avons
développé un modele d’infection placentaire ex vivo 8 CMVH. Notre modéle a I’avantage
d’utiliser du placenta humain issu d’interruption volontaire de grossesse (IVG) infecté par des
souches humaines de CMV (AD169 et P*). Le développement de ce modéle s’est déroulé en
plusieurs étapes successives. Nous avons Vérifie la viabilité des explants en culture par une
approche originale de détection de la B-HCG, hormone sécrétée dans le surnageant via les
trophoblastes du placenta. L’infection virale a été observée par immunohistochimie sur des
coupes de villosités placentaires et quantifiée par g°PCR au cours du temps post-infection. Enfin,
nous avons testé I’efficacité et la toxicité de certaines molécules ex vivo, telles que le maribavir,
I’artésunate et la baicaléine administrées seules ou en combinaison. Les résultats des études in
vitro et ex vivo sur les molécules utilisables chez la femme enceinte seules ou en combinaison

font I’objet d’une publication soumise a Journal of Antimicrobial Chemistry.

Dans le troisiéme axe de recherche, nous avons développé un modéele d’infection
placentaire @ CMVH in vivo chez la souris immunodéficiente humanisée par un greffon
placentaire. Nous avons testé deux conditions d’infections du placenta, soit en infectant
directement le placenta greffé ou soit par trempage des villosités dans une suspension de virions
avant de les greffer chez la souris. Les souris ont tout d’abord été greffées en sous-cutané au
niveau dorsal, puis nous avons amélioré la vascularisation de ces tissus placentaires en greffant
ces villosités sous le muscle dorsal. Ces modeles ont permis de tester I’efficacité antivirale du
cidofovir, molécule choisie comme témoin car elle ne nécessite pas de phosphorylation via des

protéines virales.







Approche in vitro







Introduction

Notre travail a consisté a étudier in vitro, Defficacité de nouvelles molécules
thérapeutiques pouvant inhiber le cytomégalovirus. Les essais antiviraux ont été réalisés sur des

fibroblastes embryonnaires humains, cellules permissives pour le CMVH.

Notre étude comprend deux parties. Dans la premiére partie, nous avons choisi des
molécules thérapeutiques nouvelles, peu toxiques pour 1’homme, dans le but de traiter
I’infection congénitale chez la femme enceinte suite a une primo-infection. Les drogues
sélectionnées sont le maribavir, I’artésunate et deux flavonoides, la quercétine et la baicaléine,
dont le mécanisme d’action et I’efficacité ont été préalablement étudiés (Cotin et al. 2012). Ces
molécules ayant des mécanismes d’action différents, nous avons également étudié leur potentiel
antiviral et leur toxicité en combinaison. Ces résultats sont présentés dans la premiére partie de

I’article soumis.

Dans la deuxiéme partie, nous avons testé 1’efficacité de molécules anti-mitotiques,
pouvant inhiber I'infection virale a différents stades du cycle cellulaire. En raison de leurs
cibles, ces molécules pourraient étre utilisées préférentiellement chez des patients

immunocompétents présentant des maladies a CMV ou chez des patients immunodéprimés.

Les quatre molécules sélectionnées présentent une activité anti-mitotique dans des lignées
cellulaires tumorales (Mgbonyebi et al. 1998). In situ, leur action antiproliférative inhibe la
croissance de tumeurs (Zarkowska and Mittnacht 1997; Zarkowska et al. 1997; Camidge et al.
2007b; Camidge et al. 2007a).

L’ensemble de ces molécules agit sur les Cdks et les cyclines. Parmi elles, trois inhibent
spéecifiquement ou indépendamment des complexes Cdks/Cyclines (Cdk4/6/Cycline D ;
Cdk2/Cycline E ; Cdk2/Cycline A ; Cdk1/Cycline B) intervenant dans le cycle cellulaire. Une
derniére drogue sélectionnée, inhibe ’activité des Cdks 7 et 9, qui jouent un rdle essentiel dans

la réplication de I’ADN.

Dans un premier temps, nous avons testé 1’efficacité antivirale de chacune de ces molécules
anti-Cdks ; puis dans un deuxiéme temps, nous avons testé 1’efficacité de ces molécules en
combinaison avec le maribavir. Le but de cette bithérapie est d’inhiber totalement I’infection

virale, en augmentant I’efficacité anti-CMVH du maribavir via I’association de deux molécules.
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Figure 48 : Implication des complexes Cdks/Cyclines dans le cycle
cellulaire et molécules anti-Cdks




La premiere famille de drogues (anti-Cdks) inhibe la réplication de I’ADN de la cellule hote
par interaction avec des kinases cellulaires, dont certaines sont utilisées par le virus (Cdks 1, 2,
7, 9) (Jault et al. 1995; Bresnahan et al. 1996; Dittmer and Mocarski 1997; Salvant et al. 1998;
Sanchez et al. 2003; Sanchez et al. 2004; Tamrakar et al. 2005; Sanchez and Spector 2006;
Kapasi and Spector 2008; Rechter et al. 2009) ; et la seconde drogue (maribavir) inhibe la
libération des néovirions hors du noyau de la cellule héte, pour les néovirions n’ayant pas été
dégradés indirectement par la 1°® molécule. Le maribavir est une molécule de choix. Elle a un
effet anti-CMVH in vitro et in vivo via I’inhibition de la kinase virale pUL97. Elle présente une
bonne biodisponibilité et elle est peu toxique pour les cellules (Wang et al. 2003; Swan et al.
2007). Cependant, chez certains patients, aucune réponse au maribavir n’est obtenue (Avery et
al.), (Alain et al., transplantation proceedings in press), et in vitro une différence d’inhibition
selon le type cellulaire (Chou et al. 2004; Chou 2008) est observée suggérant un impact des
enzymes cellulaires sur I’efficacité de la drogue. In vitro, I’inhibition de 1’action de pUL97 par
I’indirubin-3’-monoxime (IMO) montre que les Cdks 1, 2, 5 et 9 pourraient complémenter
I’inhibition de pUL97 en impliquant les mémes mécanismes cellulaires (Hertel et al. 2007).

Un renforcement de son effet par inhibition des autres kinases susceptibles de compenser
partiellement au moins, 1’action de pUL97 pourrait donc étre envisagé.

Les molécules anti-Cdks que nous avons choisies sont la roscovitine, le flavopiridol, I’AZD-
5438 et le PHA-767 491. Ces drogues induisent I’arrét du cycle cellulaire en phase G1/S et
G2/M (Figure 48).

La roscovitine est un inhibiteur compétitif ATP-dépendant de plusieurs complexes
Cdks/Cyclines. Elle inhibe I’activité des Cdks 1, 2, 5, 7 et 9 (Mgbonyebi et al. 1998). Son

activité in vitro sur le CMV a été montrée. Elle sera la molécule de référence.

Le flavopiridol inhibe les Cdks 1, 2, 4 et 9 et induit I’activité des caspases 3 et 7, conduisant
a la mort cellulaire (Patel et al. 1998; Smith et al. 2008).

La molécule AZD-5438 a une action antiproliférative en inhibant les Cdks 1, 2 et 9. Elle
inhibe I’activité de ’ARN polymérase II de la cellule en se fixant au domaine C-terminal de
celui-ci (Peterlin and Price 2006) et inhibe la phosphorylation de la protéine suppresseur de
tumeur pRb (Byth et al. 2009).

La molécule PHA-767 491 est un inhibiteur compétitif des Cdks 7 et 9, conduisant a
I’inhibition de la réplication et de la synthése de I’ADN (Yecies et al.; Montagnoli et al. 2008).







Matériels et méthodes

I)  Culture de fibroblastes embryonnaires humains

Les tests de cytotoxicité des drogues et d’efficacité antivirale sont réalisés sur des
fibroblastes embryonnaires humains (MRC-5, Biomérieux, Lyon, France). Ces cellules sont
mises en culture dans des plaques de 48 puits avec une densité de 5 x 10 cellules par puits dans
500 pl de milieu de culture « Dulbecco Eagle minimal essential ». Le milieu est complémenté
avec 10 % de sérum de veau feetal (SVF), préalablement inactivé 30 min a 56°C, et des
antibiotiques, pénicilline (1000 Ul/ml) et gentamycine (0,01 mg/ml) (Gibco, Life Technologies,
Saint Aubin, France) et de I’hepes (12 mM) (Eurobio, Courtaboeuf, France). Avant la

confluence cellulaire, les fibroblastes sont incubés pendant 5 jours a 37°C sous 5 % de COa.

I1) Culture virale

La souche virale de laboratoire AD169, souche de référence du CMVH provient de
I’ATCC (VR-538). La souche P* est un isolat clinique provenant d’urines d’un nouveau-né
atteint d’infection congénitale. L obtention d’un stock de virions libres est effectuée par
plusieurs passages successifs sur des MRC-5 sur des supports de surface croissante (flacon de
25, 75, 175¢cm?) pour augmenter le titre viral. Un dernier passage a forte multiplicité d’infection
sur un flacon de 175cm? est effectué lorsque 1’effet cytopathique atteint 80 % des cellules totales
avec incubation 8 a 10 jours, récolte du surnageant, clarification des débris cellulaires par

centrifugation a 3000 rotations par minute (rpm) 10 minutes, aliquotage et congélation a -80°C.

Afin de déterminer la multiplicité d’infection au cours des différentes manipulations, le
surnageant contenant les virions est titré par immunocytochimie. Cette technique consiste a
infecter des MRC-5 en plaque 48 puits avec des dilutions croissantes de virus dans un volume
de 500 pl par puits. Cing jours aprés 1’infection, les cellules sont fixées a 1’acétone (90 %) a -

20°C pendant 20 minutes.







Les MRC-5 sont incubés pendant 30 min a 37°C, en présence d’anticorps primaire de
souris anti-Immediate Early Antigen humain (Argéne, Biomérieux, France) préalablement dilué
au 25°™ dans du PBS sans calcium ni magnésium (Eurobio, Courtaboeuf, France). L excédent
d’anticorps est éliminé par lavages successifs dans du PBS (3 x 5 min). Les MRC-5 sont incubés
pendant 30 min a 37°C en présence d’anticorps secondaire de chévre anti-souris couplé a la
peroxydase (Argéne, Biomérieux, France) dilué au 1/100°™ dans du PBS. Aprés 3 lavages
successifs dans du PBS, les cellules sont mises en présence de 3,3'-Diaminobenzidine (DAB)
(Dako, Courtaboeuf, France) pendant 2 a5 min. La liaison de la DAB a I’anticorps secondaire
produit une coloration marron. Les noyaux des cellules infectées peuvent ainsi étre visualisés
au microscope inversé et comptés. On parle de foyers lorsqu’autour d’une cellule initiale
infectée dont le cytoplasme et le noyau sont colorées deux cellules secondairement infectées au
moins (noyau réniforme coloré) sont visibles. Le nombre de foyers par puits correspond au
nombre de particules virales capables de se répliquer (pfu, plaque forming unit) et permet de

calculer le titre viral du surnageant en pfu par ml de surnageant.

Ceci permet de déterminer la multiplicité d’infection (MOI) utilisée dans les différents
essais. Elle correspond au nombre de pfu inoculé divisé par le nombre de cellules a inoculer

(100 000 par puits de plague 48 puits, a confluence).

1) Molécules anti-Cdks

Les anti-Cdks sont dilués dans du DMSO (Sigma, France), aliquotés puis stockés a -
80°C a 210,7, 37,3, 200 et 20 mM pour le PHA-767 491, le flavopiridol, la roscovitine et
1’AZD-5438 respectivement (Selleck bio, Munich, Allemagne), comme le maribavir (100 mM,
Viropharma Incorporated, Exton, USA).

IV) Toxicité cellulaire des composants chimigues

La toxicité cellulaire des drogues est mesurée en utilisant le kit CytoTox96® Non-

Radioactive cytotoxicity assay (Promega, Charbonnieres, France).







Ce test mesure I’activité de la lactate dehydrogenase (LDH) résiduelle des cellules apres

incubation avec la molécule a tester.

Le protocole du kit a été suivi avec deux variantes : I’incubation en présence de
I’antiviral est allongée de 24 heures a 5 jours pour respecter les conditions de 1’essai antiviral
et ’hepes, qui génére du bruit de fond est supprimé du milieu de culture. L activité de la LDH

dans le surnageant de culture est mesurée par 1’absorbance a 490 nm.

V) Essais antiviraux

Ils sont réalisés sur des cellules MRC-5 confluentes en plaques 48 puits. A confluence,
le stock de virus AD169 est inoculé a raison de 500 pl par puits (MOI de 0,001 a 0,002). Au
bout de 3 heures, I’inoculum est remplacé par une gamme de concentrations des molécules a
tester. Un puits non inoculé sert de témoin de toxicité et recoit la plus forte concentration de la
molécule testée. Un puits inoculé ne regoit pas d’antiviral et sert de témoin de croissance virale.
Les cellules sont incubées & 37°C sous 5 % CO> pendant 5 jours. A J5, la révélation des foyers
de cellules infectées est effectuée en immunocytochimie selon le méme protocole que le titrage
viral. La manipulation est effectuée en double et la concentration inhibant 50 % (Clso) et 90 %
(Clgo) de la croissance virale par rapport au témoin virus sans antiviral est calculée sur une
courbe reportant le nombre moyen de pfu par puits en fonction de la concentration en antiviral.

Notons que ’isolat clinique P* n’a pas été utilisé pour tester les inhibiteurs de Cdks.




Molécules CI50 Clo0

Roscovitine 12,3 uM +/- 1,56 Pas atteinte
AZD-5438 4,2 nM Pas atteinte

Flavopiridol 43,5 nM +/-9,2 75 nM

PHA-767 491 Indéterminable Indéterminable
Maribavir 0,41 uM +/- 0,22 Pas atteinte

Tableau 23a : Clsg et Clog du maribavir et des anti-Cdks

Molécule 1 Molécule 2

Maribavir 0,5 pM  Roscovitine 20 pM
Maribavir 0,5 uM  AZD-5438 10 nM
Maribavir 10 uM  Flavopiridol 40 nM

Tableau 23b : Cly obtenues apreés association de deux molécules

Tableau 23 : Clso et Clgo du maribavir et des anti-Cdks administrés

seuls ou en combinaison




Résultats

Les resultats concernant les inhibiteurs de Cdks et le maribavir seul sont regroupés dans
le tableau 23 (a et b).

)] Toxicité cellulaire des drogues

La toxicite cellulaire des molécules anti-Cdks a été vérifiée in vitro sur des fibroblastes
embryonnaires humains subconfluents (nappe cellulaire de 24 heures) et confluents (nappe
cellulaire de 5 jours). Les cellules subconfluentes sont des cellules en division cellulaire plus
actives que les cellules confluentes. La subconfluence est plus représentative du développement
cellulaire in situ. La confluence correspond au stade ou les cellules tapissent 1’ensemble de la
surface disponible. L’arrivée a confluence est caractérisée par un arrét de la prolifération a cause
des signaux transmis par les jonctions cellule/cellule qui produisent une inhibition de contact.
La toxicité cellulaire est mesurée dans les cellules a confluence en raison des essais antiviraux
qui se déroulent sur 5 jours, temps nécessaire au CMV et plus particulierement pour les isolats

cliniques pour effectuer un cycle réplicatif complet.

La toxicité est mesurée en fonction de concentrations croissantes des différentes
molécules, utilisées également pour les essais antiviraux (Tableau 24). La roscovitine est peu
toxique pour les cellules en croissance lorsque sa concentration est inférieure a 15 uM. Les
molécules PHA-767 491 (30 et 50 nM) et AZD-5438 (<100 nM) ne présentent pas de toxicité
pour les cellules subconfluentes (en croissance) et confluentes (quiescentes). En revanche, le
flavopiridol est toxique sur les cellules en croissance, cette toxicité étant beaucoup plus faible

voire nulle sur les cellules quiescentes.

Comme attendu, les concentrations en maribavir inférieures a 40 UM ne montrent pas

de toxicité pour les fibroblastes, aussi bien pour les cellules subconfluentes que confluentes.




acules rations alité alité
fluence luence

Roscovitine (M) 5 0 0
10 0 0
40 2,3 22,64
80 16,84 26,11
100 34,5 36,94
Flavopiridol (nM) 60 22,84 0
80 27,91 2,12
AZD-5438 (nM) 10 0 0
20 0 0
60 0 2,5
100 0 7,38
200 16,91 29,53
PHA-767 491 (nM) 30 0 0
50 0,91 0
Maribavir (uM) 0,5 0 0
1 0 0
5 0 0
20 0 0
40 0 11,62

Tableau 24 : Pourcentage de mortalité cellulaire apres traitements
pharmacologiques




I1) Efficacité antivirale des anti-Cdks

L’efficacité antivirale des drogues est évaluée a une multiplicité d’infection de 0,001 &
0,002 sur la souche de référence AD169 (80 a 200 pfu par puits).

a. Roscovitine

Nous avons utilisé¢ des concentrations allant de 1 a 100 pM. L’augmentation de la
concentration en roscovitine conduit a une réduction du nombre de foyers infectieux a CMV
dans les cellules en culture. La Clsp est de 12,3 uM +/- 1,56 (Figure 49 a et b). L’infection est
totalement inhibée par la roscovitine a partir de 40 uM (Clgo) @ une MOI de 0,002.

b. AZD-5438

La molécule AZD-5438 réduit I’infection CMVH dans les fibroblastes a partir de 5 nM, soit
des concentrations 1000 fois inférieures a celles observées pour la roscovitine (Figure 50 a). A
cette multiplicité d’infection, la concentration de 5 nM est suffisante pour inhiber I’infection
virale d’environ 55 % (ClIso = 4,2 nM). Notons que la concentration de 20 nM a une forte activité
antivirale : elle réduit de 70 % le nombre de foyers infectieux (Figure 50 b) mais que la Clgo

n’est pas atteinte.

c. Flavopiridol

Le flavopiridol inhibe la réplication du CMVH a partir de 20 nM. La Clso de cette molécule
est de 43,5 nM +/- 9,2 et la Clgo est de 75 nM. L’infection virale est totalement inhibée a 80
nM. Comme les molécules précédentes, la molécule est plus efficace contre le virus lorsque la

multiplicité d’infection est faible (Figure 51 a et b).
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Figure 49 : Efficacité anti-CMVH de la Roscovitine
MOI = 0.002 (a), 0.001 (b)
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Figure 50 : Efficacité anti-CMVH de I’AZD-5438
MOI = 0.002 (a), 0.001 (b)
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Figure 51 : Efficacité anti-CMVH du Flavopiridol
MOI = 0.002 (a), 0.001 (b)
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Figure 52 : Efficacité anti-CMVH du PHA-767 491
MOI = 0.002 (a), 0.001 (b)
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Figure 53 : Efficacité anti-CMVH de ’association MBV/Roscovitine
MOI =0.001
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d. PHA-767 491

La molécule PHA-767 491 présente une efficacité antivirale inconstante (Figure 52 a et b).
Les essais antiviraux ne sont pas reproductibles. En effet, I’augmentation croissante de cette
molécule conduit soit a une réduction de I’infection, soit au contraire, & une augmentation de
I’infection. Ces résultats laissent supposer que cette molécule ne parvient pas a se stabiliser au
cours du temps dans le milieu de culture. Ceci justifierait un travail préalable sur la stabilité de

la molécule pour mieux en étudier I’efficacité.

I11) Efficacité antivirale des bithérapies Maribavir/anti-Cdks

Quelle gue soit leur efficacité isolément, nous avons testé ces molécules en combinaison
avec le maribavir pour rechercher un effet additif ou synergique par inhibition des kinases
cellulaires. Pour mettre cet effet en évidence, nous avons utilisé des concentrations des deux

molécules équivalentes ou inférieures a la Clso.

Le maribavir seul a une forte efficacité antivirale. Il réduit d’environ 70 % I’infection des
la concentration de 0,5 M. En revanche, la Clg n’est pas atteinte aux concentrations testées
(Figure 53).

a. Maribavir/Roscovitine

Le principal effet observé est celui du maribavir car la premiere concentration testée s’avere
supérieure a la Clsp dans cet essai (Clso (MBV) = 0,41 uM +/- 0,22). L’ajout de la roscovitine
n’améliore pas I’inhibition de I’infection ou tres Iégeérement, aux concentrations de roscovitine

de 5 ou 10 uM (Figure 53).
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Figure 54 : Efficacite anti-CMVH de ’association MBV/AZD-5438
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En revanche, la multiplication virale est fortement réduite par I’ajout de 20 uM (Clso
roscovitine = 15 uM) de roscovitine aux différentes concentrations de MBV. L’association des

deux molécules présente donc un effet additif mais non synergique.

L’inhibition est de 92,4 % pour la combinaison des deux molécules, comparé a 77,1 % pour
le maribavir seul (0,5 uM) et 72,5 % pour la roscovitine (20 uM) seule. La meilleure association

observée est roscovitine 20 uM / maribavir 1 pM (97,7 % d’inhibition).

b. Maribavir/AZD-5438 (Figure 54)

La bithérapie maribavir/AZD-5438 améliore ’efficacité de I’ AZD-5438 mais pas la Clso du
maribavir. En revanche, elle permet d’atteindre la Clgo : 90,5 % d’inhibition pour la bithérapie,
contre 58,5 % pour I’AZD-5438 (10 nM) seul et 73,2 % pour le maribavir (0,5 uM). Plus les
concentrations des deux molécules augmentent et plus 1’inhibition est observée. L’inhibition de
la croissance virale est quasi-totale a 20 uM de maribavir / 20 nM d’AZD-5438 (97,6 %). On

observe donc une synergie dans 1’activité antivirale de ces deux molécules.

c. Maribavir/Flavopiridol

L’association du maribavir (0,5 puM) avec le flavopiridol (20 nM) réduit de 6,9 % la
croissance virale par rapport a ’efficacité du maribavir seul : 69,9 % d’infection pour le
maribavir contre 76,7 % pour son association (Figure 55) et de plus de 50 % par rapport au

flavopiridol seul. On observe donc un apparent effet additif a cette concentration.

Etonnamment, I’augmentation des concentrations des deux molécules conduit a une légére
diminution de I’inhibition de la croissance virale par rapport a 1’efficacité du maribavir seul.
Ces résultats laissent supposer un effet antagoniste des deux molécules lorsque celles-ci sont
en exces et suggerent 1’action sur une méme molécule cible. Cette combinaison thérapeutique

ne représente donc pas un traitement de choix contre 1’infection virale 8 CMVH.
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Conclusion

Ces resultats confirment la capacité de certains inhibiteurs de kinases cellulaires a
interférer avec la croissance du virus, a des concentrations de 1’ordre du nanomolaire pour
I’AZD-5438 et le flavopiridol. Ces effets avaient déja été observés pour la roscovitine ainsi que
pour d’autres inhibiteurs de kinases agissant sur des cibles différentes de celles de UL97 (le
sirolimus, inhibiteur de la voie mTOR, molécule de mécanisme d’action proche de I’artésunate
(Chou et al., en 2006). La synergie, plus prononcée dans les fibroblastes épithéliaux, dans
lesquels le MBYV était moins actif, était en faveur d’un mécanisme compensatoire de 1’inhibition
ces mécanismes cellulaires d’UL97 via les kinases cellulaires. Cette synergie, curieusement,
n’était pas retrouvée sur un mutant résistant au maribavir alors que les inhibiteurs de kinase,
pris isolément, étaient inhibiteurs. Des effets antagonistes avec le Iéflunomide, inhibiteur tardif
du cycle viral avaient également été décrits. Nous avons voulu préciser ces données en
choisissant des inhibiteurs de Cdks touchant les mémes voies d’action que la kinase UL97, en
conservant comme référence la roscovitine. Faute de disposer de fibroblastes épithéliaux, nous

avons travaillé dans des fibroblastes embryonnaires humains de poumon feetal MRC-5.

Bien qu’il n’ait pas été possible, en raison de la faible quantité d’inhibiteurs disponibles,
de répéter et compléter ces résultats, un effet additif est retrouvé comme attendu d’aprés les
travaux de Hertel et al. et de Chou et al. avec la roscovitine, ce qui valide nos résultats (Hertel
et al. 2007). L’effet synergique potentiellement observé avec 1’AZD-5438 et qui permet une
inhibition quasi compléte de la croissance virale est intéressant. En effet ’AZD-5438, outre le
blocage des Cdks inhibe directement la phosphorylation de la protéine suppresseur de tumeur
PRb et bloque I’action de I’ARN polymérase 1l en se fixant a son extrémité C-terminale. Elle
inhibe donc directement deux mécanismes actives par UL97 au profit du virus, ajoutant son

action directe sur les substrats a I’inhibition de UL97 par le maribavir, d’ou la synergie possible.

Le flavopiridol donne des résultats discordants qui peuvent étre liés a sa toxicité a la
Clgo sur les cellules, qui perturbe les résultats en inhibant le métabolisme cellulaire (les cellules
infectées voient leur métabolisme augmenté et leur apoptose bloquée et la toxicité du
flavopiridol peut se rapprocher de celle des cellules en croissance). Ceci est cohérent avec son
mécanisme d’action qui induit I’activité des caspases 3 et 7, conduisant a la mort cellulaire.
Ceci permet d’expliquer un effet additif ou une synergie. Toutefois cela ne permet pas
d’expliquer I’apparent antagonisme a forte dose. Dans tous les cas, la toxicite potentielle et le

mécanisme d’action de cette molécule font limiter son usage aux expériences in Vitro.







L’ensemble des résultats in vitro est en faveur d’un effet compensatoire de 1’inhibition
d’UL97 par certaines des Cdks cellulaires. L.’addition d’un inhibiteur de Cdks serait donc une
piste thérapeutique et I’activité potentiellement synergique de 1’AZD-5438 est encourageante.
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Partie introductive

Notre travail a consisté a développer un modéle d’infection ex vivo permettant 1’étude
de I’infection virale CMVH dans les villosités flottantes de placentas et 1’étude de I’efficacité
de nouvelles molécules thérapeutiques administrées seules ou en combinaison (maribavir,
baicaléine, quercétine et artésunate). L’efficacité antivirale de ces molécules a été vérifiée

préalablement in vitro.

Dans cette premiére publication, 1’objectif principal était de rechercher les meilleures
combinaisons (les plus efficaces et les moins toxiques) a partir d’antiviraux utilisés en pratique
clinigue comme 1’artésunate et le maribavir. Nous souhaitions également poursuivre nos
travaux sur les flavonoides (Cotin et al. 2012) pour explorer leur potentiel en combinaison avec
les anti-polymérases et les inhibiteurs tardifs, puisque ces molécules agissent sur les étapes
précoces ou tres précoces du cycle viral. Nous avons aussi voulu explorer les possibilités
d’association avec I’artésunate, autre inhibiteur des étapes trés précoces. Le travail in vitro est
un prérequis aux essais ex vivo, indispensables pour évaluer I’efficacité des antiviraux au sein
d’un tissu, composé par nature de cellules différentes. Ce point est particulierement important

pour le maribavir, drogue dont I’efficacité peut varier, in vitro, d’un type de fibroblaste a I’autre

(Chou et al. 2006).

Nous avons choisi de placer cette publication apres les travaux in vitro sur les inhibiteurs

de Cdks car elle fait le lien entre les essais in vitro et les essais sur modéle de tissu ex vivo.




Conclusion

Le développement du modéle d’infection ex vivo a permis d’étudier la cinétique de
I’infection de deux souches humaines de CMVH, la souche de référence AD169 et une souche
clinique congénitale P*. L’infection des villosités flottantes de placentas de 1° trimestre de
grossesse a été observée au cours du temps post-infection. Les cellules placentaires permissives
au virus ont été déterminées par immunohistochimie. Ce modele conforte la voie de
transmission du virus de la mére au feetus proposée par Maidji et al. (Maidji et al. 2006). Le
virus présent dans le sang maternel traverse les couches cellulaires de syncytiotrophoblastes
puis de cytotrophoblastes, avant d’atteindre les cellules endothéliales des vaisseaux sanguin$
situées a I’intérieur du mésenchyme embryonnaire. Ces cellules transmettraient ensuite le virus

jusqu’au feetus via la veine ombilicale.

Le modeéle ex vivo a permis 1’étude de I’efficacité de nouveaux antiviraux utilisés seuls
ou en combinaison, préalablement testés in vitro. L’artésunate, le maribavir, la baicaléine et la

quercétine ont montré un fort potentiel antiviral contre les souches virales CMVH.







Approche ex vivo







Introduction

Le but de notre travail est de développer des modéles d’infection du placenta a
cytomégalovirus ex vivo et in vivo. Ces modéles ont pour but d’une part, de mieux comprendre
la transmission transplacentaire du virus et d’autres parts, de tester de nouvelles molécules
thérapeutiques visant a inhiber la réplication virale. Le développement de ces modeéles a
consisté a se rapprocher de I’infection congénitale in situ, via 1’utilisation de tissus placentaires

humains infectés par des souches virales humaines.

Notre modele ex vivo repose sur 1’infection de placentas humains de premier trimestre
de grossesse, issus d’interruptions volontaires de grossesses, avec des souches virales de
CMVH. Nous avons utilisé la souche de référence AD169, ainsi qu’une souche clinique isolée
de I'urine d’un bébé séropositif au CMV, nommée P*. Le principe de notre modéle est
d’infecter une matrice de fibroblastes embryonnaires humains, cellules permissives au virus,
permettant la propagation des virions, présents dans le surnageant de culture, jusqu’au placenta.
Nous avons choisi comme cible les villosités flottantes du placenta. Ces villosités foetales
baignent dans le sang maternel et pourraient étre a 1’origine de la transmission du virus au feetus
via les leucocytes maternaux CMVH®. Afin de mimer cette propagation virale par capillarité,
nous avons ajouté a notre modéle ex vivo une éponge, permettant de séparer la matrice de
fibroblastes des explants placentaires. L’avantage de cette séparation est d’éliminer toute

contamination virale par contact de cellule a cellule.

Le développement du modele d’infection placentaire ex vivo S’est déroulé en trois

étapes.

Dans un premier temps, nous avons Vérifie la viabilité des explants des villosités
placentaires par dosage de B-HCG. In situ, cette hormone est fortement sécretée par les
syncytiotrophoblastes lors des premiéres semaines de la grossesse. En clinique, son dosage
permet de déterminer si une femme est enceinte. Ici, le dosage de cette hormone permet de
déterminer si les cellules placentaires mises en culture sont suffisamment viables pour en

excréter.

Dans un deuxiéme temps, nous avons observé dans les explants, la cinétique de
I’infection avec deux souches virales de CMVH, la souche AD169 et la souche clinique P*.

Cette souche congénitale est un avantage pour notre modeéle.
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Figure 64 : Modéles d’infection a CMVH ex vivo

Figure 65 : Photographie de villosités flottantes de placenta de 1¢
trimestre de grossesse




Les effets physiopathologiques de I’infection des villosités placentaires par la souche

P* sont davantage similaires a ceux d’une infection in utero par une souche de laboratoire.

Dans ces deux premiéres parties développées ci-dessous, la viabilité des explants
placentaires et la cinétique d’infection des souches AD169 et P* sont comparées entre les

modeles avec éponge et sans eponge.

Puis, nous avons testé I’efficacité de molécules thérapeutiques pouvant inhiber
I’infection congénitale ex vivo. Dans le but de pouvoir traiter une primo-infection chez la femme
enceinte, nous avons testé plusieurs drogues. Les molécules choisies ont pour cibles la protéine
virale pUL97 ou la voie NFkB. Son inhibition conduit a 1’arrét du cycle cellulaire de la cellule
hoéte, et empéchant ainsi le virus de se répliquer. Ses molécules ont I’avantage d’étre peu ou pas
toxique pour les cellules. Ainsi, nous avons testé ex vivo, le maribavir, la baicaléine et
I’artésunate, administrés seuls ou en combinaison. Notons que 1’artésunate, molécule utilisée
contre la malaria peut étre administrée chez la femme enceinte lors de paludisme sévére. Cette
partie « thérapeutique » est présentée dans la publication soumise, nous ne détaillerons donc ici

que I’optimisation du modg¢le.

La technique de flottaison utilisant les éponges est décrite dans la publication. Nous

avons cependant schématisé les étapes de la réalisation des modeles ex vivo (Figures 64, 65).

L’éponge Spongostan dental™ (NewPharma, Liége, Bruxelles) est une éponge de
gélatine porcine, non résorbable et insoluble dans I’eau. Elle est généralement utilisée a des fins
thérapeutiques antihnémorragiques. Elle est découpée stérilement en cubes de 5 mm de c6té sur
lesquels sont déposés les explants qui sont mis a flotter sur le surnageant de culture (1 explant

par éponge).
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Résultats

1) Comparaison de la viabilité des explants avec ou sans éponge

Avant d’étudier I’infection a CMVH dans le placenta, nous avons verifié la viabilité des
villosités mises en culture, au cours du temps, par dosage de pB-HCG en

électrochemiluminescence.

Le dosage exprimé en mUI/ml est réalisé dans le surnageant de milieu de culture dans
lequel baignent les villosités a différents temps post-dépot des explants en culture. Sachant que
les villosités n’ont pas toutes la méme taille, nous avons normalisé les résultats des dosages en
fonction du nombre de cellules présentes dans chaque explant. La quantité de cellules est
déterminée suite a I’extraction de I’ADN, par qPCR albumine. On compte deux copies du géne
codant I’albumine par cellule. Le ratio de viabilité est donc déterminé par le ratio de dosage de

B-HCG (mUI/ml) divisé par la quantité de copies d’albumine divisée par deux.

Le ratio est calculé a J6, J9, J15 et J21 dans les deux modéles ex vivo, en présence ou en
absence d’éponge (Figure 66). Dans les deux cas, le ratio est compris entre 0,2 et 0,7, signifiant
qu’un syncytiotrophoblaste excrete 0,2 a 0,7 mUI/ml de B-HCG. Le ratio pour chaque modele
reste assez constant dans le temps : le modéle avec éponge présente un ratio compris entre 0,4
et 0,6 de J6 a J21 ; et le modéle sans éponge présente un ratio compris entre 0,25 et 0,45,
suggeérant une viabilité constante des explants mis en culture. A J9 et J15 post-dépbt des
explants, le ratio « en présence d’éponge » est similaire & celui sans éponge. En revanche, & J6
et J21, les syncytiotrophoblastes du modele avec éponges excretent deux fois plus de B-HCG
que dans le modele sans éponge.

Ces résultats démontrent d’une part que les explants de villosités flottantes mis en
culture restent viables au cours du temps ; et d’autres parts, que la présence de 1’éponge dans le

modele favorise la viabilité cellulaire.




Figure 67 : Cinétique de ’infection AD169 dans les
explants en présence d’éponges

Figure 68 : Cinétique de ’infection AD169 dans les

explants en absence d’éponges




I1) Comparaison de la cinétique d’infection 2 CMVH avec ou sans éponge

a. Infection avec la souche de référence AD169

Nous avons évalué la cinétique d’infection du CMVH dans les explants mis en culture.
La charge virale est déterminée par g°PCR UL83 (Mengelle et al. 2003) ou pp65. La quantité de
copies d’UL83 est normalisée par qPCR albumine. La charge virale exprimée en copies de
CMV/cellule est déterminée par le ratio de copies d’UL83 présentes dans chaque explant

divisée par le nombre de copies d’albumine divisé par 2.

Nous avons analysé la cinétique d’infection de la souche ADI69 a une méme

multiplicité d’infection de 0,5 entre les modeles éponge et sans éponge.

En présence d’éponge, I’infection virale augmente fortement de J8 a J12 ou elle atteint
un pic a environ 0,5 copie de CMV par cellule (Figure 67). Ensuite, I’infection diminue a J16
puis ré-augmente légérement. Ces résultats laissent supposer qu’un « cycle » de réplication dans
I’explant dure environ 12 jours. A J12, le premier cycle est terminé et débute un deuxiéme

cycle, laissant prévoir un pic de I’infection a J24.

Dans le modéle ex vivo sans éponge, la cinétique d’infection semble plus longue que
celle du modele éponge, avec un pic de la charge virale a J16 (Figure 68). Nous supposons
qu’un deuxieme cycle de réplication pourrait débuter a J32. Lorsque I’on compare les charges
virales entre ces deux modeles, on remarque que les villosités placentaires sont plus infectées
par la souche AD169 en absence d’éponge. A J8, on compte environ 30 fois plus de copies de

CMV/cellule en absence d’éponge.

Ces résultats suggerent d’une part que le CMV est capable de se répliquer au cours du
temps dans les villosités placentaires en culture, et d’autre part, que le virus se réplique
davantage dans le mode¢le sans éponge. Cette observation s’explique par le fait que le modéle
sans eponge augmente le risque de transmission du virus par contact entre les fibroblastes

infectés et les trophoblastes des explants.




Figure 69: Cinétique de ’infection P* dans les

explants en présence ou en absence d’éponges




b. Infection avec la souche clinigue P*

Nous avons mesuré 1’infection virale de la souche clinique de nouveau-né P* dans les
explants ex vivo. Les deux modéles avec ou sans éponge sont comparés. L’expérience a été

effectuée a partir d’un méme placenta avec une méme souche virale (440 000 pfu/ml).

L’infection a P* est croissante au cours du temps de J10 a J25, avec un pic de la charge
virale a J25, en présence d’éponges (Figure 69). En revanche, la cinétique d’infection sans
éponge diminue de J10 a J19 avant d’obtenir un pic a J25. Remarquons que 1’écart type de la
charge virale a J10 est important. La charge virale pourrait étre d’environ 0,4 copie de
CMV/cellule a J10 et augmentait ensuite au cours du temps jusqu’a J25, suggérant un seul cycle

de réplication du virus.







Conclusion

Le modele ex vivo d’infection placentaire développé au cours de cette thése a montré
d’une part que les souches virales humaines AD169 et P* sont capables de se répliquer au cours
du temps dans les villosités flottantes, et d’autre part, que la présence de 1’éponge dans le milieu

de culture favorise la viabilité des tissus placentaires ainsi que la réplication virale.

Les villosités flottantes du placenta ayant un réle primordial dans la transmission du
virus de la mére au feetus, notre modele présente un avantage majeur dans 1’étude de I’infection
placentaire. Ainsi ce modéle permet 1’étude du potentiel thérapeutique de molécules seules ou
en association. Les traitements qui seraient capables d’inhiber 1’infection virale dans le
placenta, pourraient inhiber I’infection congénitale a CMVH. Le probléme majeur dans le
traitement de I’infection congénitale lors d’une primo-infection étant I’utilisation de molécules
non toxiques pour le feetus, 1’analyse de la toxicité cellulaire des molécules au sein des tissus

cibles est également un avantage de notre modeéle.







Approche In vivo







Introduction

Le développement de modeles d’étude d’infection a CMVH a connu une émergence
depuis ces derniéres années. Ces modeles ont pour but de mimer I’infection virale dans
différents types cellulaires et de tester I’efficacité anti-CMV d’antiviraux, d’anticorps

neutralisants ou de vaccins.

L’infection a CMV in vivo a été testée chez différentes espéces animales, la souris, le
rat, le cochon d’Inde, ou le macaque rhésus. Ces espéces animales sont choisies en fonction des
similitudes avec I’humain dans plusieurs critéres notamment, 1’anatomie, la physiologie, la

défense de I’organisme, 1I’embryogenese. Cependant aucune espece ne peut étre infectée par le

CMVH.

A T’heure actuelle, I’infection congénitale a CMV a été étudiée dans des modeles de
cochon d’Inde et de macaque rhésus infectés respectivement par les souches virales GRCMV
et RNCMV. Ces modeles apportent des éléments de réponse sur la fréquence de transmission
du virus de la femelle au feetus en fonction du stade de gestation, ainsi que sur la
physiopathologie de I’infection et I’efficacité des thérapeutiques sur les CMV animaux. En
revanche, ces mode¢les s’¢éloignent 1égérement de I’infection congénitale in situ en 1’absence de

tissus humains et de virus humains.

Nous avons développé un modele d’infection placentaire chez la souris. Ce modele
consiste a greffer des villosités flottantes de placentas humains issus d’interruption volontaire
de grossesse a des souris porteuses d’un déficit immunitaire combiné sévere afin d’éviter le
rejet de la xénogreffe, qui sont ainsi humanisées. Ces greffons peuvent donc étre infectés par
du CMVH, et ’efficacité des antiviraux mesurée in vivo. Les premiers modéles de ce type
utilisaient des fragments de thymus greffés sous la capsule rénale ou en intra-oculaire. Nous
avons choisi de greffer dans des sites plus accessibles sous-cutané ou musculaire, avec un tissu
nouveau, le placenta. Il était donc nécessaire de valider dans cette variante la vascularisation du

greffon et I’infection virale.

Notre modele s’est développé en plusieurs étapes. Dans un premier temps, nous avons
comparé deux techniques permettant I’infection des villosités placentaires, par injection « intra-
greffon » ou par « trempage » des villosités. Les tissus placentaires ont été greffés au niveau
dorsal en sous-cutané. Dans ce modele, la viabilité des greffons est analysée au cours du temps

post-greffe a 1’aide d’un marqueur de prolifération cellulaire, Ki67.







La cinétique de I’infection virale est observée par immunohistochimie et quantifiée par
gPCR albumine/CMYV dans les tissus placentaires humains. L’efficacité antivirale du cidofovir

a été vérifiée chez ces souris.

Dans un deuxiéme temps, nous avons développé un modéle d’infection placentaire en
greffant les tissus sous le muscle dorsal des souris. Ce modéle « sous-musculaire » a pour but
d’améliorer la vascularisation des greffons afin d’étudier 1’efficacité de molécules administrées
par voie orale. Nous avons validé la vascularisation par une approche innovante : les souris
greffées sont gavées per os par un acide aminé de synthése, la norleucine. Elle est ensuite

détectée dans le sang et les tissus greffés par une technique d’HPLC.
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Figure 70 : Modeéles d’infection CMVH « sous-cutané » et « sous-

musculaire » chez la souris SCID




Matériels et méthodes

) Greffe des villosités flottantes placentaires chez la souris SCID

a. Souris

Les souris immunodéficientes SCID sont agées de 6 a 8 semaines et pesent 15 a 25 g
(Charles River, Toulouse, France). Elles sont utilisées afin d’éviter tout rejet de la xénogreffe.
La reproduction et I’¢levage de la lignée sont effectués au sein de I’animaleric EOPS
(« pathogen free ») de la Faculté de Médecine de Limoges, sous la direction de Sylvie

Desforges.

1)) Greffe des souris en sous-cutané ou sous-musculaire (Figure 70).

Les souris sont anesthésiées avec un mélange de xylasine/kétamine par voie intrapéritonéale
(100 mg/kg kétamine ; 15 mg/kg de xylasine), puis tondues au niveau dorsal. Pour les souris
greffées en sous-cutané, une incision de la peau est effectuée a I’aide de ciseaux afin d’insérer
en sous-cutané I’explant de placenta humain. La plaie est refermée par un ou deux points
chirurgicaux a I’aide de fil de suture résorbable (Vicryl 4.0, 19 mm, Ethicon, Issy les

Moulineaux, France).

Pour les souris greffées en sous-musculaire, une incision longitudinale a la colonne
vertébrale est effectuée dans le muscle dorsal. L’explant de placenta est mis dans le muscle,
puis celui-ci est suturé avec du fil chirurgical ainsi que la plaie de la peau (Figure 71). Afin
d’éviter une infection, de la bétadine 10 % est appliquée sur la plaie. Les souris sont traitées
avec une dose prophylactique d’amoxicilline (100 mg/kg souris) par voie intrapéritonéale. Afin

d’éviter une hypothermie, les souris sont recouvertes de papier absorbant.




Figure 71 : Suture de la peau chez la souris SCID




I11)  Infection des villosités flottantes

a. 1°®technigue : par injection

Les souris greffées recoivent une injection de CMVH (50 ul de virions libres a 200 pfu de
la souche virale AD169 « Titan », souche exprimant la protéine Green Fluorescent Protein au
niveau de la capside) ou de milieu de culture pour les souris contréle, directement dans le

greffon a travers la peau 6 jours post-greffe.

- Nombre de greffon par souris : 1
- Nombre de souris par condition : 3 souris CMV*/condition + 1 souris CMV

négative/condition

b. 2tme technique : par trempage

Les villosités flottantes isolées du placenta, sont infectées par trempage dans un bain de
surnageant de virions (souche AD169 titan a 200 pfu/ml) a 37°C sous 5 % de CO; pendant 24

heures. Aprés I’infection, les explants sont greffés dans les souris en sous-cutane.

- Nombre de greffon par souris : 2
- Nombre de souris par condition : 2 souris CMV*/condition + 1 souris CMV

négative/condition.

IVV) Récupération des greffons

Les souris sont sacrifiées par dislocation cervicale. Une incision de la peau est réalisée
afin d’en extraire le greffon. Il est plongé dans du formol 10 % pour les études
immunohistochimiques en paraffine ou immediatement congelé a - 80°C pour les analyses

d’immunofluorescence et de charges virales.




Marqueurs Sites d’action

Dilutions

Espéces

Fournisseurs

CK7 Trophoblastes Rabbit 1/100°™e Abcam
(syncytiotrophoblastes et polyclonal
cytotrophoblastes)
B-HCG Trophoblastes Rabbit 1/100°8™e Abcam
(syncytiotrophoblastes et polyclonal
cytotrophoblastes)
Ki67 Noyaux (marqueur de Mouse 1/50°me Santa Cruz
prolifération cellulaire) polyclonal
CD31 Vaisseaux sanguins Mouse 1/50°me Dako
monoclonal
|.LE.ACMV Gene tres précoce du Mouse 1/25°me Argene
CmMvV polyclonal
Secondaire Goatanti-  1/200°™  ThermoScientific
DyLight rabbit
405
Secondaire Goatanti-  1/200°™  ThermoScientific
DyLight mouse
405
Secondaire Goat anti- 1/200°™  ThermoScientific
DyLight rabbit
594
Secondaire Goat anti- 1/200°™  ThermoScientific
DyLight mouse
594

Tableau 27 : Anticorps primaires et secondaires utilisés en

immunohistochimie et immunofluorescence




V) Traitement des souris SCID

Vingt-quatre heures aprés ’infection des greffons par trempage, les souris greffées sont

traitées tous les deux jours avec 25 ou 50 mg/kg de Cidofovir par voie intrapéritonéale.

V1) Immunohistochimie sur coupes en paraffine

Les greffons sont récupérés chez les souris et fixes dans 10 % de formol. 24 heures apres

la fixation, les greffons sont inclus en paraffine.

Des coupes sériées de 4 um d’épaisseur sont effectuées a 1’aide d’un microtome puis
déposées sur des lames Superfrost Plus (Thermoscientific, Villebon sur Yvette, France). Elles
sont incubees une nuit a 56°C ou deux jours a 37°C avant de réaliser les marquages

immunohistochimiques.

Les lames sont plongées dans 2 bains successifs de toluéne (2 x 5 min) pour déparaffiner,
puis dans deux bains d’alcool (1 min dans éthanol pur, puis 1 min dans éthanol 70 °). Les lames
sont ensuite rincées dans de 1’eau stérile puis dans du PBS (2 x 2 min) (BioMérieux, Craponne,

France).

Les lames sont incubées dans du tampon citrate 0,01 M (pH = 7) 3 x 5 min au micro-
onde. Cette étape de démasquage antigénique permet d’améliorer I’accessibilité des anticorps
aux antigénes, en rompant les liaisons moléculaires créées par le formol et modifiant la
configuration spatiale des épitopes. Les lames sont refroidies pendant 40 min avant de bloquer
les peroxydases endogénes dans un bain de PBS - 1 % BSA 1h a température ambiante (Sigma
Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France). Apres avoir entouré les coupes fixées de stylo
hydrophobe, les lames sont incubées en présence de I’anticorps primaire (Tableau 27), en
chambre humide pendant 1 nuit a 4°C (anticorps dilué dans PBS - 1 % BSA). Le lendemain,
les lames sont incubées dans du PBS - 1 % BSA pendant 30 min puis dans de 1’eau oxygénée

3 % (H203) en eau distillée pendant 20 min.




Figure 72 : Photographie d’un greffon de villosites

flottantes de placenta, récupéré 21 jours post-greffe

chez la souris




Cette étape permet de perméabiliser les membranes cellulaires. Avant I’incubation avec
I’anticorps secondaire, les lames sont rincées dans du PBS - 1 % BSA pendant 2 min.
L’anticorps secondaire, couplé a la peroxydase est incubé 2 heures dans une chambre humide
a I’obscurité. Les lames sont lavées 40 min par bains successifs (4 bains et 10 min) dans du
PBS, puis incubées en présence d’une solution de DAB (Dako, Courtaboeuf, France) 15 min a
température ambiante. Aprés lavage rapide a ’eau distillée, les lames sont incubées dans un
bain d’alcool a 70° 1 min, un bain d’alcool a 96° 1 min puis deux bains de toluene (2 x 5 min)

et sont montées avec une goutte de baume du Canada (VWR, Fontenay-sous-bois, France).

Les protocoles d’immunofluorescence sur coupes congelées et de gPCR Albumine/CMV sont
identiques a ceux utilisés pour [’analyse des explants dans le modele ex vivo et sont décrits dans la

publication soumise.

VII) Test de vascularisation des greffons

a. Validation de la vascularisation des greffons aprés greffe sous-cutanée

Dans cette premiére version du modele, la vascularisation des greffons a été validée par
I’observation macroscopique d’une néo-vascularisation a J21 (Figure 72) et confirmée par les
tests d’inhibition antivirale aprés injection de cidofovir. Indirectement, la fonctionnalité du
greffon a également été validée par les résultats de survie des greffons, par la présence de
marqueurs de prolifération et d’infection virale par immunohistochimie. Un taux trés faible
d’infection virale dans un greffon peut en effet étre le reflet d’un fort taux de mortalité dans les

cellules infectées ne permettant pas la réplication virale.

Cette validation est faite a chaque manipulation, en introduisant dans les séries un
témoin greffon non infecté et dans les séries avec antiviral, un témoin greffon infecté sans
antiviral et en examinant macroscopiquement les greffons lors de leur récupération. En
immunohistochimie, il est possible d’identifier les cellules portant des marqueurs de

prolifération (voir le paragraphe « anatomie du greffon » dans la partie résultats).




Figure 73 : Administration per os de Norleucine chez la souris

SCID




b. Validation de la vascularisation des greffons aprés greffe musculaire

i. Détermination de la concentration de norleucine a administrer et

temps nécessaire a cette molécule pour parcourir la circulation

sanguine

La norleucine est un acide aminé de synthese absente chez les étres vivants. La
norleucine est couramment utilisée en clinigue comme témoin positif pour 1’analyse
d’échantillons de patients par HPLC (Sykam Chromatograpy, S433, Eresing, Allemagne).
L’HPLC ou chromatographie en phase liquide permet la séparation d’un ou de plusieurs

composés d’un mélange en vue de leur identification et de leur quantification.

Ici, nous avons utilisé la norleucine (Sigma Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France)
administrée per os par gavage chez des souris dans le but d’étre détectée dans le greffon,

suggérant la vascularisation des greffons de placentas (Figure 73).

La concentration en norleucine détectable dans le greffon ainsi que le temps nécessaire
a cette molécule pour se propager du systeme digestif, au foie, puis aux autres organes via la

circulation sanguine ont d’abord été déterminés.

s 1% test

Huit souris SCID non greffées sont gavées per os avec différentes concentrations de
norleucine : 5, 10, 20 ou 40 mM dans un volume de 200 pl d’huile d’olive (2
souris/concentration en norleucine) (Figure 74). Aprées 3h30, le sang de chaque souris est
récupéreé via le sinus orbital (environ 800 pl). Il est déprotéinisé avec de I’acide sulfosalicylique
(1/5) puis centrifugé pendant 10 min & 4000 rpm & 4°C. Le surnageant est stocké a - 20°C avant
’analyse par HPLC.

< 20me test

Six souris sont gavées avec 300 ou 600 mM de norleucine per os. Le sang est récupéré a 4h
et 6h post-gavage (Figure 74).
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Quatre souris SCID sont greffées en sous-musculaire avec des villosités flottantes de
placentas (Figure 74). Sept jours post-greffe, trois souris sont gavées avec 300 mM de
norleucine. Une souris ne regoit pas de norleucine. Elle sera utilisée comme controle. Quatre
heures plus tard, les souris sont sacrifiées par dislocation cervicale. Les greffons sont retirés du
muscle dorsal et broyés dans 1,2 ml de sérum physiologique dans un mortier posé sur de la
glace. 800 pl du broyat sont ajoutés a 200 ul d’acide sulfosalicylique. Le mélange déprotéinisé
est centrifugé 10 min a 4000 rpm & 4°C. Le surnageant est stocké & - 20°C avant I’analyse
HPLC.

ii. Détection de la norleucine par HPLC

L’analyse HPLC a été effectuée dans le laboratoire de biochimie du CHU de Limoges, sous
la direction de Thierry Chianéa (Praticien Hospitalier) et de Yoanne Mousseau (Assistant

Praticien Hospitalier).

Les surnageants sont décongelés puis recentrifugés pendant 3 min a 3000 rpm. Les
protéines (100 pl) sont incubées 30 min a 4°C dans de 1’acide sulfosalicylique (50 pl) puis

centrifugées 10 min & 3000 rpm.

Les protéines sont déposées dans des microtubes en présence de solution contréle (100
pl 1-méthyl histidine a 1 mM, 100 pl 3-méthyl histidine a 1 mM, 9,8 ml solution tampon D).
L’ajout du 1 et 3-méthyl-histidine dans 1’échantillon permet de vérifier du bon fonctionnement
de la détection d’HPLC. En effet, si ces deux acides aminés sont détectés dans 1’échantillon, la
manipulation d’HPLC est validée. Les microviales sont déposées dans 1’analyseur (S433,
Sykam, Eresing, Allemagne) pour I’analyse des acides aminés contenus dans les échantillons
de sang ou de greffons. Les échantillons sont analysés en comparaison avec une solution

standard qui comporte un panel d’acides aminés (Sykam).

Les résultats sont analysés sur ordinateur via le logiciel fourni (Sykam).




Figure 75 : Marquages des cellules des villosités placentaires par
immunohistochimie

Grossissement x 500 (a), x 1000 (b), x 2000 (c)
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Résultats

)] Modele sous-cutané

a. Principe du modéle

Les souris sont greffées en sous-cutané apres anesthésie genérale (JO). Six jours post-
greffe, les souris sont infectées par la souche AD169 (50 pl) par piglre dans le greffon a travers
la peau. A différents temps post-greffe (J7, J11, J15 et J21), les souris sont sacrifiées afin de
récupérer les greffons. Chaque greffon est coupé en deux parties pour effectuer des marquages
immunohistochimiques des compartiments cellulaires des villosités flottantes et pour mesurer

les charges virales par g°PCR Albumine/CMV.

b. Anatomie des compartiments cellulaires des villosités flottantes et infection

par le CMVH

Plusieurs marquages ont été réalisés afin d’identifier les structures cellulaires des
villosités flottantes du placenta et de déterminer le ou les types cellulaires dans le(les)quels le
CMV se répligue. Nous avons fait des colorations en immunohistochimie (Figure 75) et en

immunofluorescence (Figure 76).

Les trophoblastes peuvent étre marqués par deux anticorps : I’anti-cytokératine 7 (CK7)

et I’anti-B-hormone chorionique gonadotrophine (HCG).
CK7, nommé également sarcolectine (SCL) est un marqueur des cellules épithéliales.
HCG est un marqueur specifique des syncytiotrophoblastes et des cytotrophoblastes.

Les vaisseaux sanguins sont colorés via 1’anticorps anti-CD31 également nommé
Platelet Endothelial Cell Adhesion Molecule (PECAM-1), marqueur des cellules endothéliales.




Figure 76 : Marquages des cellules des villosités placentaires

par immunofluorescence

CK7 (a), HCG (b), Ki67 (c) et CD31 (d), grossissement x 4000



La vimentine est une protéine des filaments intermédiaires de type 11 qui est exprimée
dans les cellules mésenchymales. Sa coloration permet d’observer le mésenchyme des villosités

flottantes, structure entourée par les trophoblastes.

L’ensemble de ces marquages a permis de localiser les différentes structures des
villosités flottantes du placenta chez la souris SCID. En revanche, au cours du temps post-greffe
(J7,J11, J15 et J21), le CMV marqué avec I’anticorps anti-Immediate Early Antigen n’a pas été
détecté par immunohistochimie dans ces différents compartiments, et ce malgré une charge

virale détectable.

c. Prolifération cellulaire dans greffons

La prolifération cellulaire est vérifiée via I’anticorps anti-Ki67. Le role de cette protéine
est peu connu. Ki67 est exprimée pendant les phases du cycle cellulaire G1, S, G2 et M, et est
absente lors de la phase quiescente GO (Scholzen and Gerdes 2000). Elle représente ainsi un

bon marqueur de prolifération.

Nous avons observé le marquage Ki67 dans les coupes de greffons récupérés aux
différentes dates post-greffe (J7,J11, J15 et J21) (Figure 77). A J7 post-greffe, nous remarquons
la présence d’une coloration nucléaire marron au sein du mésenchyme des villosités flottantes,
suggérant que les fibroblastes du mésenchyme sont en prolifération. En revanche, les
trophoblastes ne présentent pas de marquage. Ces résultats sont concordants avec la littérature,
puisque les syncytiotrophoblastes sont des cellules différenciées qui ne proliférent pas (Wakuda
and Yoshida 1992; Ichikawa et al. 1998).

La coloration Ki67 a été comparée dans les coupes de greffons a J7 et J21 post-greffe.
Le marquage des noyaux en marron est observé dans les deux conditions, suggérant ainsi que
les cellules du mésenchyme sont en prolifération. Ces analyses permettent d’admettre que les

greffons sont viables jusqu’a J21.

En revanche, cette technique de marquage anti-Ki67 a un inconvénient majeur. Elle ne
permet pas de quantifier la prolifération cellulaire et ainsi de quantifier la viabilité du greffon
au cours du temps post-greffe chez la souris SCID.
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Figure 77 : Marguages des noyaux des cellules en prolifération

via Uanticorps Ki67 dans les villosités placentaires au cours

du temps post-greffe

Grossissement x 400 (a), x 1000 (b), x 2000 (c)




d. Cinétique de ’infection

Bien que le virus ne soit pas détecté dans les tissus placentaires par immunohistochimie,
nous avons étudié¢ la cinétique de I’infection virale a CMVH par gPCR albumine/CMVH
(detaillée dans la publication). Les charges virales sont quantifiées en copies de CMVH par
cellule (Figure 78). Aux différents temps post-greffe, les greffons analysés en gPCR sont les

mémes que ceux analysés en immunohistochimie.

A J7 post-greffe ou J1 post-infection, nous détectons une trés faible charge virale dans
les greffons de 0,0014 copie/cellule, ce qui signifie qu’une cellule sur 1000 est infectée. La
charge virale est similaire a J11, mais en revanche, augmente a J17. Le pic d’infection a cette

date correspond a 0,004 copies de CMV par cellule (1 cellule/250). A J21, I’infection est nulle.

Ces résultats sont concordants avec les analyses immunohistochimiques. Le virus n’est
pas ou tres peu présent dans les greffons chez les souris SCID.
Dans le but d’augmenter ’infection des tissus placentaires, nous avons modifié la technique

d’infection des greffons.

e. Cinétique de P’infection par trempage et traitement au cidofovir

i.  Principe du modéle et cinétique de infection

La technique d’infection des greffons du modéle précédent, via I’injection du virus
directement dans le greffon, n’a pas montré une efficacité. Nous avons amélioré I’infection en
trempant les villosités placentaires (Jour 0) dans un bain de surnageant contenant les virions
libres pendant 24 heures avant de les greffer chez la souris. Cette technique d’infection semble
plus adéquate en raison de la similarité de I’infection in situ par contact direct entre les villosités

et le sang maternel contaminé.

Nous avons mesuré la cinétique d’infection pendant 13 jours. A J4, J8 et J13, les

greffons sont récupérés pour mesurer la charge virale de CMVH (Figure 78).
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Figure 78 : Cinétique de l’infection a CMVH dans les greffons de

villosités flottantes de placenta chez la souris




A J4, les charges virales des greffons sont nulles, puis augmentent légérement a J8. A
cette date, on compte 1,8 cellules d’infectées sur un total de 1000 cellules. En revanche,
I’infection est apparente a J13. La charge virale de la souche AD169 est de 2,4. Ces analyses
montrent que le cycle de réplication du CMV est lent dans les greffons. Il faut attendre 13 jours
avant d’observer une forte charge virale.
Ce modéle d’infection par trempage des villosités est plus efficace pour reproduire une infection

et semble plus juste de I’infection congénitale.

ii. Efficacité antivirale du cidofovir

Dans ce modéle d’infection par trempage, nous avons testé 1’efficacité du cidofovir
contre I’infection a CMVH. Nous avons choisi préférentiellement cette molécule pour deux
raisons. Tout d’abord, cette drogue est connue a avoir une efficacité anti-CMVH in vitro et in
vivo, et de plus, cette drogue ne nécessite pas de phosphorylation par la kinase virale pour étre

active, contrairement au ganciclovir.

Le traitement au cidofovir a debuté le lendemain des greffes (J1). Les souris sont traitées

par voie intrapéritonéale avec 25 ou 50 mg/kg de CDV tous les deux jours pendant 12 jours.

A J8, les souris traitées avec 25 ou 50 mg/kg de CDV présentent une faible quantité de
virus dans les greffons (Figure 79). La différence de charges virales entre les souris infectées
traitées ou non n’est pas importante. A cette date, nous ne pouvons pas confirmer de I’efficacité
antivirale de cette molécule. En revanche, a J13, I’infection virale des greffons est inhibée par
cette molécule. Le cidofovir a 25 mg/kg conduit a une réduction de 120 fois (0,02 copie de
CMV/cellule) la quantité de virus présent dans les greffons par rapport au groupe placebo non
traité (2,4 copies de CMV/cellule). L’augmentation de la concentration en cidofovir a 50 mg/kg
conduit a une meilleure efficacité antivirale, soit une réduction d’environ 1700 fois par rapport
aux souris non traitées. La charge virale détectée chez ces souris traitées est quasi nulle, soit
0,0014.

L’ensemble de ces résultats montre que ce modéle in vivo permet I’infection des
villosités flottantes du placenta. L’infection par trempage est plus efficace que par injection

dans le greffon.
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Figure 79 : Efficacité du cidofovir contre l’infection a CMVH dans
les greffons de villosités flottantes de placenta chez la souris




Toutefois, il serait intéressant d’allonger la cinétique d’infection et de quantifier les
charges virales a J28. Ce modele a également permis de montrer I’efficacité du cidofovir dans
les cellules placentaires par administration intrapéeritonéale, ce qui montre indirectement la

vascularisation des greffons.

Ce mode¢le pourrait davantage étre amélioré dans le cadre de 1’étude de molécules
administrées par voie orale. Les molécules administrées per os sont absorbées dans ’appareil
digestif, transformées dans le foie, puis passent dans la circulation sanguine pour atteindre les
organes, ou elles exercent leur action. Un inconvénient majeur de cette administration est le
délai avant I’apparition de I’effet. Ainsi, dans notre modéle, nous avons voulu réduire ce délai

en augmentant la vascularisation du tissu, par greffe sous-musculaire.

I1) Modele sous-musculaire

a. Principe du modéle

Le modeéle consiste a greffer des villosités flottantes de placentas en sous-musculaire au
niveau dorsal des souris SCID. Sept jours post-greffe, les souris sont gavées avec différentes
concentrations de norleucine, un acide aminé de synthese (Figure 80). Au bout de plusieurs
heures, les greffons ou le sang des souris sont récupérés et analysés par HPLC. Le
développement de ce modele s’est effectué¢ par plusieurs tests successifs afin de déterminer
d’une part, la concentration en norleucine pouvant étre détectée dans les greffons, et d’autre

part, le temps nécessaire a cette molécule a atteindre la circulation sanguine, et ainsi les organes.




J7 post-greffe

J21 post-greffe

Figure 80 : Villosités placentaires greffées chez la souris SCID en

sous-musculaire




b. Validation de la vascularisation

Le premier test a consisté a administrer per os chez les souris SCID, plusieurs
concentrations de norleucine : 5, 10, 20 et 40 mM. Le sang des rongeurs a été récupéré 3h30

apres 1’administration de la molécule, puis analysé par HPLC.

L’analyse de chromatographie montre que la norleucine n’est pas détectée dans le sang
pour les concentrations de 5, 10 (Figure 81) et 20 mM (Figure 82). En revanche, a 40 mM
(Figure 82), nous observons un léger pic. Toutefois, ce pic est relativement faible et pourrait
étre un artefact plus que le résultat positif de la présence de la molécule. De ce fait, nous avons
augmenté la concentration en norleucine a 300 et 600 mM et le temps de récupération du sang

a 4 et 6 heures post-gavage.

A 300 mM de norleucine, cette molécule est détectée aussi bien a 4 h qu’a 6 heures post-
gavage (Figure 83). Lorsque 1’on augmente la concentration a 600 mM, le graphique présente
également un pic, représentatif de la présence de la molécule dans le sang des souris, pour les
temps de 4h et 6h (Figure 84).

Dans notre dernier test effectué, les souris SCID ont été greffées avec des villosités
flottantes de placentas issus d’IVG. Sept jours post-greffe, la norleucine est administrée per os
(300 mM) chez les souris. Elles sont sacrifiées quatre heures apres le gavage afin de récupérer

les greffons et de les analyser en HPLC.

Les résultats révelent la présence d’un pic pour toutes les souris testées a sept jours post-

greffe (Figure 85).

Pour conclure, ces analyses permettent de confirmer la présence de norleucine dans les
greffons de placentas a partir d’une concentration initiale de 300 mM. Le temps de récupération
des tissus placentaires est d’environ 4 heures post-gavage. Ce modele permet de confirmer que

les greffons placentaires sont vascularises a partir de sept jours post-greffe (Figure 85).
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Figure 81 : Detection de norleucine a 5 (a) et 10 (b) mM dans le

sang des souris 3h30 post-gavage
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Figure 82 : Detection de norleucine a 20 (a) et 40 (b) mM dans le
sang des souris, 3h30 post-gavage
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Figure 83 : Déetection de norleucine a 300 mM dans le sang des

souris a 4h (a) et 6h (b) post-gavage
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Figure 84 : Détection de norleucine a 600 mM dans le sang des

souris a 4h (a) et 6h (b) post-gavage
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Figure 85 : Détection de norleucine (300 mM) dans les greffons de
souris, 4h post-gavage, 7 jours post-greffe




Conclusion

Nous avons développé deux modeles d’infection placentaire a CMVH chez la souris
SCID. Dans le premier modele en sous-cutané, nous avons comparé 1’efficacité de 1’infection
des villosités placentaires par deux techniques, via I’injection de virions libres intra-greffon et
via le trempage des villosités dans du surnageant d’AD169. La technique par trempage permet
une meilleure infection des tissus et est plus représentative de I’infection in situ. En effet, lors
de P’infection transplacentaire du CMVH, les leucocytes maternaux CMV* contenus dans le
sang maternel pourraient infecter les villosités flottantes du placenta via les
syncytiotrophoblastes.

La viabilité des greffons a été vérifiée au cours du temps post-greffe via 1’anticorps
Ki67, un marqueur de la prolifération cellulaire. L’analyse immunohistochimique et
immunofluorescente révéle la présence de ce marqueur au cours du temps post-greffe,
suggerant ainsi la viabilité des tissus. En revanche, cette technique ne permet pas de quantifier
la présence d’anticorps anti-Ki67, et I’analyse d’une coupe sur un greffon n’est pas forcément
représentative de 1’ensemble du greffon. Il serait intéressant de vérifier la viabilité des tissus
greffés par une autre méthode. La détection de marqueurs apoptotiques tels que la caspase 3 ou

la poly ADP-ribose polymérase (PARP) par western blot pourrait confirmer nos résultats.

Nous avons montré que le cidofovir a une efficacité antivirale dans le mode¢le d’infection
en sous-cutané. Il serait intéressant de mesurer son efficacité dans une cinétique plus longue

contre la souche congénitale d’infection P*.

Le développement du modéle « sous-musculaire » est intéressant dans 1’étude de
I’efficacité de traitements anti-CMV administrés par voie orale. Nous avons vérifié la
vascularisation du greffon a J7 par une approche originale. Il serait intéressant de développer
davantage ce mod¢le. La cinétique de I’infection virale CMVH pourrait étre quantifiée chez ces
souris. Ce modele pourrait permettre une meilleure réplication du virus dans le tissu placentaire
en raison d’une meilleure vascularisation du greffon par rapport au mod¢le sous-cutané. Apres
validation de I’infection, il sera intéressant de conserver le cidofovir comme contréle positif,
puis de tester de nouvelles molécules administrées par voie orale, telles que le maribavir,

P’artésunate, le CMX001 ou le l1étermovir.







Discussion géneérale







L’infection congénitale a CMVH est un probléme de santé publique mondial. Les
conséquences pathologiques séveres de ce virus chez le feetus et 1’absence de molécules
thérapeutiques chez la femme enceinte témoignent de I’importance de la recherche dans ce
domaine. Depuis la découverte du CMVH dans les années 1970, des mod¢les d’infections
congénitale et périnatale ont vu le jour. Ces modeles in vitro, ex vivo et in vivo ont permis des
avancées dans la compréhension du mécanisme de transmission du virus de la mére au feetus et
au nouveau-né. Ces modeles ont permis d’identifier les cellules placentaires permissives au

CMV et de proposer des voies éventuelles de propagation virale transplacentaire.

Notre travail s’est axé sur le développement de modeles ex vivo et in vivo d’infection
placentaire par le CMVH. Dans ces mod¢les, nous avons choisi d’infecter les villosités
flottantes placentaires de 1° trimestre de grossesse car c’est a ce stade de la gestation que les
conséquences de I’infection a CMV sont les plus graves. Nous avons choisi préférentiellement
les placentas issus d’interruptions volontaires de grossesses afin de limiter au maximum toutes
autres causes d’infection ou d’ischémie placentaire qui biaiseraient les résultats ou
compromettraient la survie des explants. Une recherche d’IgG CMV dans le sang placentaire a
permis d’éliminer les placentas CMV™. Les villosités flottantes, qui sont situées du c6té feetal,
sont en contact direct avec le sang maternel et sont le siége de la transmission du virus de la
meére au feetus (Altshuler and McAdams 1971; Becroft 1981; Maidji et al. 2006). En effet, les
cellules composant ces villosités sont permissives pour la réplication du virus, aussi bien les
cytotrophoblastes que les fibroblastes du mésenchyme embryonnaire et, a un moindre degré,
les syncytiotrophoblastes (Muhlemann et al. 1992; Fisher et al. 2000). L’utilisation de la
décidua comme modéle ex vivo, tel que 1’ont décrit Weisblum et al. permet d’analyser la
capacité des molécules antivirales a inhiber la réplication dans le placenta (Weisblum et al.
2011). Nous nous sommes également intéresseés a I’inhibition du virus au moment de la
transmission de la mére au feetus, via les villosités flottantes du placenta. Les villosités peuvent
étre choisies comme modéle pour des études physiopathologiques de la transmission ou de
I’impact du CMV sur la barriere foeto-placentaire. Les analyses immunohistochimiques
(présentées dans la publication) ont révélé la présence de glycoprotéines de surface gB et des
protéines immediate early du CMVH dans les syncytiotrophoblastes, les cytotrophoblastes ainsi

que dans les fibroblastes du mésenchyme.







Les analyses réalisées sur des explants de JO a J24 sont en accord avec celles de Maidji
et al. (Maidji et al. 2006), qui ont pu montrer une propagation du CMV des
syncytiotrophoblastes vers les cytotrophoblastes jusqu’au mésenchyme des villosités, ce qui
suggere ensuite une infection des cellules endothéliales feetales et ainsi la dissémination virale
jusqu’au feetus via la veine ombilicale. L’ utilisation d’anticorps dirigés contre les antigénes trés
précoces (IEA) mais aussi tardifs (gB) montre que le virus infecte les explants et qu’il s’y
réplique, ce qui est confirmé par les cinétiques de charge virale, aussi bien avec la souche de
référence délétee de certaines régions liées au pouvoir invasif du virus, AD169, qu’avec I’isolat
clinique P*. En paralléle, nous avons pu valider la viabilité des explants par la quantification
de B-HCG au fil du temps. Par la suite, nous avons donc choisi d’évaluer la réplication de
I’ADN viral en déterminant les conditions optimales de détection du virus par quantification
des charges virales au cours du temps post-infection, méthode déja utilisée pour déterminer
I’efficacité des molécules agissant sur les phases trés précoces du cycle viral ainsi que des
inhibiteurs de polymérase en culture cellulaire (Schnepf et al. 2010).

Dans notre modéle ex vivo, nous avons quantifié la charge virale présente dans chaque
explant de villosités par qPCR. Cette technique nous a permis d’une part, de déterminer la
cinétique de l’infection de deux souches virales humaines et d’autre part, de quantifier
I’efficacité de traitements antiviraux. Notre travail a I’avantage d’étudier une souche clinique
d’infection congénitale P*, isolée d’urine de nouveau-né. La quantification des charges virales
a permis d’établir la durée nécessaire au virus pour atteindre un pic de réplication. Les données
de quantification de charges virales sont confirmées par les analyses immunohistochimiques.
De maniére intéressante, le cycle de réplication de la souche clinique P* est plus lent que celui
de la souche AD169, avec un pic de réplication a J20. Cependant I’analyse des coupes de
villosités révele une production d’antigénes tardifs avec la souche P* a J18, alors que le virus
AD169 est quasiment indétectable. Ainsi, nous avons fixé a J18 le temps de révélation des

essais antiviraux ex vivo.

Les études sur ce modele sont réalisées en collaboration avec 1’équipe de W. Rawlinson
(Australie), qui utilise un modéle similaire pour I’étude de la réponse cytokinique a I’infection
a CMV dans le placenta a terme (Hamilton et al. 2012). Nous pourrons ainsi comparer entre les
placentas de 1% et du 3°™ trimestre de grossesse, les cytokines impliquées dans la réponse
inflammatoire a I’infection a CMVH ainsi que I’efficacité de nouveaux antiviraux. Pour réaliser
cette comparaison, le surnageant de plusieurs cinétiques virales ou d’essais antiviraux ex vivo

a d’ores et déja été collecté.







Le développement du modele ex vivo a nécessité plusieurs étapes de mise au point pour
I’obtention d’une infection virale satisfaisante. Ainsi, nous avons pu améliorer la cinétique de
I’infection ainsi que la viabilité des explants par 1’utilisation d’une éponge de gélatine de porc
dans les cultures placentaires. Cette éponge a par ailleurs 1’avantage d’empécher 1’infection
virale par contact entre cellules et permet de ce fait, de se rapprocher davantage de 1’infection
in situ c’est-a-dire d’une infection par capillarité. La viabilité des explants est un point
important qui conditionne la réplication du CMVH dans les explants. Afin de déterminer de
facon plus précise cette viabilit¢, nous avons procédé en plus des analyses
immunohistochimiques des caspases (résultats non montrés), a la quantification de la p-HCG
dans le surnageant des explants, au cours du temps « post-culture ». Cette hormone est
fortement sécrétée au cours du 1° trimestre de grossesse par les syncytiotrophoblastes et a un
moindre degré par les cytotrophoblastes. La mesure automatisee de B-HCG par un procedé
identique a celui des tests de mesure de la B-HCG sérique, validé sur le surnageant de culture,
a permis la quantification de cette hormone dans de nombreux échantillons. En raison de la
courte demi-vie de la B-HCG (24 a 48h), sa persistance dans le surnageant de culture indique
son excrétion, ce qui témoigne de la viabilité des trophoblastes. Cette technique de mesure de
la viabilité originale et inédite, nous a permis de montrer que les villosités flottantes survivent

dans le milieu de culture au moins jusqu’a J50 « post-culture » (résultats non montrés).

Nous avons montré que le modéle ex vivo permet I’étude de la cinétique de I’infection
virale CMVH et I’¢tude de I’efficacité de nouveaux antiviraux. La contrainte majeure dans le
développement de ce modele a été la taille des placentas issus d’interruptions volontaires de
grossesses. En effet, leur taille minime permet d’isoler peu d’explants par placenta (moyenne
de 24 explants/placenta), ce qui restreint le nombre d’échantillons par condition testée. Cette
contrainte empéche les études multiparamétriques sur un méme placenta. D’autre part,
I’hétérogénéité de I’origine des placentas implique la validation des données a partir d’explants

issus d’au moins deux placentas différents.

La limite de notre modele ex vivo réside dans le fait que celui-ci est un modele tissulaire,
qui ne permet pas 1’analyse de I’efficacit¢ de drogues thérapeutiques, telles qu’elles sont
administrées dans I’organisme. Ainsi, les variations de pénétration des antiviraux au site de

I’infection et leur pharmacocinétique ne peuvent étre etudiées ex vivo.







Le développement de modele d’infection placentaire in vivo est donc indispensable pour
déterminer 1’efficacité antivirale et la toxicité de nouveaux traitements administrés par voie
générale. Le principal handicap des modéles animaux d’infection congénitale, chez le cochon
d’Inde notamment, est la diversité inter-espece des génes cibles des molécules antivirales. Par
exemple, chez cette espéce animale, le ganciclovir n’est pas phosphorylé par la kinase du
GPCMV (Fong et al. 1987; Woolf et al. 1988) tandis que la kinase du CMV murin phosphoryle
le ganciclovir, mais le modéle d’infection congénitale différe considérablement de celui
observé chez ’homme. L’alternative que nous avons choisie a I’intérét de permettre 1’infection
directement par des souches de CMVH et donc de tester I’efficacité antivirale sur des panels de
souches cliniques, et ce, quel que soit I’antiviral et son mécanisme d’action. Cependant, notre
modele ne permet pas d’étudier I’impact d’un traitement sur I’ensemble du processus
d’infection a CMV, transmission et infection du feetus. Sa place pourrait se situer entre les essais
ex vivo et le modéle GPCMYV recombinant, et comme modéle d’étude de toxicité des antiviraux.
Jusqu’a présent, il n’existait pas de modeles humanisés d’infection placentaire chez la souris.
Le placenta est un tissu mou, capable de se multiplier et de diffuser lorsqu’il est greffé en
intrapéritonéal et donc difficile a localiser apres greffe. Il aurait été possible d’isoler des
trophoblastes et de les greffer en sous-cutané, dans un gel vascularisable type « gelfoam »,
comme cela a déja été réalisé sur fibroblastes pour 1’étude de la physiopathologie du VZV ou
pour I’étude de I’efficacité in vivo du létermovir sur le CMVH. Cependant, le recueil des
trophoblastes est long et de faible rendement, ces cellules sont fragiles. De plus, ce modele ne
permet pas I’é¢tude de I’infection au sein méme du tissu organisé. Dans le modéle de Kern et
al. (Kern et al. 2001) qui nous a servi de référence, les tissus sont greffés sous la capsule rénale.
Cette localisation assure un bon maintien du greffon et une bonne vascularisation & priori, mais
sur ce dernier point, nous n’avons trouvé aucune validation dans la littérature. La greffe sous
capsulaire rénale étant délicate, et nos greffons relativement volumineux, nous devions
rechercher un autre site de greffe et en valider la bonne vascularisation. Nous avons, au sein de
I’équipe, développé deux modeles de souris immunodéprimées SCID greffées avec des
villosités flottantes de placentas de 1° trimestre de grossesse. Dans le modele initial, les souris
sont greffées en sous-cutané au niveau dorsal. Dans ce modéle, nous avons comparé deux
techniques d’infection virale : pré-greffe par trempage des villosités dans du surnageant
infectieux, ou post-greffe en injectant directement dans le greffon du surnageant de virions. La
technique par trempage a montre une meilleure infection des greffons, bien que le virus ne soit
détecté qu’a partir de J13 post-infection. Dans ce modele, il n’était pas possible de doser la -

HCG de facon simple et fiable.







La viabilité des greffons a donc été vérifiée au cours du temps post-greffe en présence
ou non de virus par marquage de Ki67, une protéine exprimée lors de la prolifération cellulaire.
A ce moment, nous ne disposions pas du test & la norleucine pour veérifier la vascularisation, et
nous nous en sommes tenus a I’examen macroscopique et immunohistochimique. Ce modele
de greffe sous-cutané a permis de tester 1’efficacité du cidofovir in vivo. Cette molécule de
référence a été choisie car elle ne nécessite pas de phosphorylation via les protéines virales pour
devenir active, contrairement au ganciclovir. A J13 post-infection, cette molécule est capable
d’inhiber 120 fois I’infection par rapport aux greffons non traités, a une concentration de 25
mg/kg et 1700 fois, a 50 mg/kg. Ces concentrations sont celles ayant fait la preuve de leur

efficacité dans le modéles de Kern et al. (Kern et al. 2001), en injection un jour sur deux.

Nous avons voulu améliorer notre modéle d’infection pour I'utilisation de molécules
thérapeutiques administrées per o0s. Pour cette application, la détermination de la
vascularisation des greffons au cours du temps post-greffe est essentielle. Plusieurs techniques
ont ét¢ réalisées mais n’ont pas donné de résultats satisfaisants : nous avons testé I’injection
intraveineuse de bleu de méthyléne dans la queue des souris greffées, mais aussi par voie
intracardiaque par un systeme de pompe péristaltique, espérant détecter ce colorant dans des
coupes de greffons. Nous avons également tenté de vérifier la présence de la circulation
sanguine dans ces greffons par échographie. Mais les vaisseaux des greffons étant trop petits,
ils n’étaient pas visibles avec la sonde disponible. Toutes ces techniques n’ont pas abouti a des
conclusions satisfaisantes. Notre derniére tentative, qui a porté ses fruits, a permis de vérifier a
J7 post-greffe, la vascularisation des greffons sous-musculaire chez la souris. La technique
développée est innovatrice et a été développée en collaboration avec I’assistant praticien
hospitalier Yoanne Mousseau au service de biochimie du CHU de Limoges. Le principe
consiste a administrer par voie orale un acide aminé de synthése (la norleucine), qui n’est ni
présent chez la souris ni chez I’homme et de le détecter ensuite dans le greffon par
chromatographie HPLC. La mise en place de cette technique s’est réalisée par paliers. La
concentration de la norleucine a administrée per os chez la souris a été déterminée (300 mM)
ainsi que le temps nécessaire a cet acide amine a atteindre le greffon via la circulation sanguine
(4 heures). La cinétique de I’infection des greffons doit maintenant étre vérifiée. Le cidofovir
pourrait étre testé comme contréle dans ce modéle de greffe sous-musculaire, avant de tester
I’efficacité de nouvelles molécules thérapeutiques. Il serait également intéressant de tester des

anticorps neutralisants contre I’infection CMVH in vivo.







La toxicité specifique des molécules sur les cellules placentaires pourrait étre demontree

par western blot, via la détection de marqueurs apoptotiques telles que la caspase 3.

Un des inconveénients majeurs des inhibiteurs de polymérase actuellement utilisés pour
traiter les infections a CMVH est leur toxicité, qui interdit leur usage chez la femme enceinte,
et limite leur utilisation en transplantation. Le deuxiéme inconvénient est lié a la persistance du
virus, qui implique des traitements prolongés, tant que le systéme immunitaire ne recouvre pas
une efficacité suffisante pour limiter les réactivations. C’est le cas notamment en
transplantation, ou ces traitements prolongés induisent des résistances, pouvant conduire a une
impasse thérapeutique. La recherche de composés moins toxiques mais aussi de cibles
différentes est donc une nécessité. Parmi ces nouveaux antiviraux, deux sont disponibles en
ATU, le maribavir et I’artésunate, dont la toxicité est trés faible. Cependant, leur efficacité
apparait inégale selon les patients, sans que des facteurs évidents, tels qu’une résistance
virologique puissent expliquer ce phénomeéne. Comme dans d’autres infections virales,
I’utilisation de combinaisons de molécules de mécanismes d’action différents, voire
complémentaires pourrait améliorer I’efficacité antivirale ou limiter I’émergence de résistances.
Partant de ce constat, nous avons testé I’efficacité de plusieurs molécules in vitro dans des
cultures de fibroblastes embryonnaires humains, en raison de leur permissivité pour les souches
virales de CMVH.

Le maribavir est un benzimidazole ayant un réle anti-CMVH démontré. Sa Cls est égale
a 0,14 uM dans des fibroblastes embryonnaires humains de poumons (Chou et al. 2006), mais
la Clgo est parfois difficilement atteinte. Le maribavir est peu toxique pour les cellules et
présente une bonne biodisponibilité, ce qui en fait une molécule de choix (Wang et al. 2003;
Swan et al. 2007). Cette molécule est capable d’inhiber I’infection virale in vitro, in vivo et in
situ (Lalezari et al. 2002; Winston et al. 2008) en se fixant au site catalytique de la
phosphotransférase virale pUL97. Cette protéine joue un rdle clef dans la synthése de I’ADN
viral et dans I’export des capsides néoformées (Prichard et al. 1999; Wolf et al. 2001; Marschall
et al. 2005). En revanche, son efficacité varie selon les cellules utilisées in vitro pour les essais
antiviraux, suggérant une capacité de résistance intrinséque de certains types cellulaires ou de
certaines cellules au sein d’un tissu. Pour vérifier cette hypothése, nous avons d’une part testé
I’association du MBYV avec des inhibiteurs de Cdks agissant sur les mémes voies que pUL97 et
d’autre part, testé I’efficacité du MBV directement au sein d’un tissu composé de cellules tres

différentes et au métabolisme actif, le placenta.







La faible toxicité du maribavir est en effet un atout de cette molécule dans le traitement
de I’infection congénitale ou sa prévention, sous réserve de son efficacité. Dans cette optique,
nous avons choisi de ’associer avec d’autres molécules pour augmenter son activité antivirale.
Le but de notre travail étant de découvrir des combinaisons thérapeutiques pouvant étre
administrées chez la femme enceinte, nous avons selectionné des molécules faiblement
toxiques et ayant déja une activité anti-CMVH averée. Nous avons choisi deux flavonoides, la
baicaléine et la quercétine et un antipaludéen, 1’artésunate. Ces flavonoides inhibent les étapes
trés précoces du cycle viral, via leur action inhibitrice sur la voie de signalisation NFxB (Walker
et al. 2000; Cotin et al. 2012). L’artésunate agit également sur la voie NFkB mais également
sur deux autres voies de signalisation, SYK/PLCy et PI3K/Akt. L’inhibition de ces voies de
signalisation conduisent a 1’apoptose des cellules infectées (Cheng et al.; Thanaketpaisarn et
al.; Xu et al. 2007). Nous avons déterminé par essais antiviraux, la Clso de la quercétine (4,8
M) et celle de la baicaléine (0,36 uM). Ces molécules, administrées seules, ont également un
fort pouvoir antiviral contre la souche clinique congénitale P*. Elles sont capables d’inhiber de
plus de 90 % I’infection virale dans les fibroblastes embryonnaires humains : Clgg (Quercétine)
= 8,61 uM, Clgo (Baicaléine) = 3,93 puM. Lorsque ces molécules sont associées au maribavir,
les Clgo sont atteintes a une moindre concentration : MBV (5 uM) / Quercétine (2,4 uM) ; MBV
(1 uM) / Baicaléine (2,2 uM). L’artésunate a une action anti-AD169 in vitro dans des cultures
de fibroblastes embryonnaires humains (Clso = 3,7 uM, (Kaptein et al. 2006) ; Clso = 5,8 uM
(souche AD169-GFP), (Efferth et al. 2002)) ou d’astrocytes (lignée cellulaire U373, Clso = 2,22
UM, (Schnepf et al. 2010). Nos essais antiviraux confirment ces conclusions. Cette molécule
est capable d’inhiber les souches AD169 et P* (in vitro, Clsg de 0,62 et 1,17 uM pour les
souches AD169 et P*, respectivement). Lorsqu’elle est administrée seule, la Clgo n’est pas
atteinte. En revanche, son association avec le maribavir augmente son efficacité anti-CMVH
(Clgo atteinte pour 0,25 uM artésunate / 5 uM maribavir contre I’AD169 et pour 0,25 uM
artésunate / 1 UM maribavir contre la souche P*)). Dans notre modéle ex vivo, I’artésunate (4
uM) réduit I’infection virale dans les villosités flottantes de moitié par rapport aux explants non
traités et le maribavir de 4 fois (2 1 uM). En revanche, leur association n’améliore pas
I’inhibition de I’infection. Bien que I’artésunate n’ait pas montré une véritable efficacité contre
le virus RCMV chez le rat (Kaptein et al. 2006), il serait tout de méme intéressant de le tester
seul et en combinaison avec le maribavir dans notre modele de souris humanisées, infectées par

la souche congénitale P*.







Suite a la découverte d’un effet synergique entre le maribavir et la roscovitine in vitro
(Chou et al. 2006), nous avons choisi de tester d’autres molécules anti-Cdks. Ces anti-Cdks
agissent sur le cycle cellulaire et conduisent a 1’apoptose des cellules. Sachant que la protéine
virale pUL97 possede des similarités de structure avec la protéine Cdk2, nous nous sommes
focalisés sur des anti-Cdks 2, bien que la plupart des molécules anti-Cdks n’agissent pas
seulement sur la n°2. Parmi ces molécules, deux ont retenues notre attention, la roscovitine et
1’AZD-5438 par leur effet inhibiteur sur la souche virale AD169 in vitro. Etonnamment, ces
molécules présentent pas ou peu de toxicité cellulaire, suggérant leur utilisation thérapeutique
chez la femme enceinte. En revanche, les molécules PHA-796 491 et le flavopiridol n’ont pas
montré un effet anti-CMVH concluant. Lorsque ces molécules sont associées au maribavir,
seules la roscovitine et I’AZD-5438 améliorent 1’inhibition de I’infection virale. Le virus est
complétement inhibé par les associations maribavir (20 M) / roscovitine (1 M) et maribavir
(20 uM) / AZD-5438 (20 nM), contrairement au maribavir seul qui n’est pas capable d’induire
une inhibition de I’infection de 90 %. L’ensemble de ces résultats laisse supposer un effet
bénéfique de la bithérapie anti-Cdks / maribavir contre I’infection a8 CMVH. En raison de leur
faible toxicité cellulaire in vitro, il serait intéressant de tester 1’efficacité antivirale de ces deux
combinaisons thérapeutiques dans le modeéle d’infection placentaire ex vivo, ainsi que dans
d’autres types cellulaires ayant une permissivité pour le virus in situ, tels que les astrocytes ou
les cellules endothéliales. Ces tests nous permettraient d’appréhender leur utilisation dans le
cadre de maladies a CMVH touchant le systéeme nerveux central au cours de I’infection

congénitale ou chez les patients immunodéprimés.

Afin de compléter cette étude sur le potentiel de nouveaux antiviraux, nous avons voulu
combiner I’effet antiviral de 1’artésunate et de la baicaléine, espérant obtenir une meilleure
inhibition de I’infection par rapport a chaque molécule seule. Bien au contraire, les essais
antiviraux réalisés sur les fibroblastes embryonnaires humains montrent une augmentation de
I’infection lorsque les concentrations en artésunate et baicaléine sont croissantes. Les résultats
sont similaires dans le modéle d’explants ex vivo, suggerant un effet antagoniste des deux
molécules. Sachant que ces traitements agissent sur la méme cible IxkB-a, ces résultats soulevent
la question d’une compétition entre ces deux molécules ; une des deux molécules empécherait
ainsi a l’autre d’inhiber la phosphorylation d’IkB-o et ainsi de devenir efficace contre

I’infection.













Pour conclure, nos mod¢les d’infection ex vivo et in vivo ont permis d’étudier la
cinétique de I’infection de deux souches, la souche de laboratoire AD169 et une souche clinique
congénitale P*. Ces modeles semblent prometteurs pour 1’étude de I’infection d’autres souches

virales, et notamment des souches endothéliales (Merlin ou TEV1).

L’infection des explants de placentas de 1° trimestre de grossesse, greffés en sous-
musculaire chez la souris SCID doit étre validée avant de tester des molécules thérapeutiques
anti-CMVH. Il serait intéressant d’étudier des traitements prophylactiques via 1’administration
d’anticorps anti-CMVH neutralisants chez la souris, avant de les greffer avec du tissu

placentaire infecté.

La viabilité des tissus placentaires pourraient étre vérifiée au cours du temps post-greffe
par marquage immunohistochimique via 1’utilisation de marqueurs de prolifération (protéine

Ki67) ou par western blot via la détection de marqueurs apoptotiques.

Nous avons testé 1’efficacité antivirale de plusieurs molécules in vitro, un
benzimidazole, le maribavir, deux flavonoides, la quercétine et la baicaléine, un anti-paludéen,
I’artésunate ainsi que des anti-Cdks, la roscovitine, le flavopiridol, ’AZD-5438 et le PHA-
796 491. Les résultats observes sont tres encourageants puisque ces molécules ont montré pour
la plupart, une meilleure efficacité antivirale lorsqu’elles sont administrées en association. Ces
molécules thérapeutiques présentent 1’avantage d’étre peu ou pas toxiques pour les cellules,
suggérant leur utilisation chez la femme enceinte. 1l serait intéressant de tester d’autres
bithérapies : anti-Cdks (roscovitine et AZD-5438) / artésunate et anti-Cdks / baicaléine in vitro
et/ou ex vivo. Les inhibiteurs mTOR tels que 1I’évérolimus et le sirolimus qui présentent de
fortes propriétés antivirales chez les patients transplantés (Vigano et al.; Hill et al. 2007; Marty
et al. 2007; Ozaki et al. 2007; Demopoulos et al. 2008) pourraient probablement montrer une
meilleure efficacité antivirale en association avec le maribavir, 1’artésunate ou la baicaléine,
sachant que ces molécules n’agissent pas sur les mémes cibles. En effet, I’évérolimus et le
sirolimus agissent sur la voie de signalisation mTOR, une voie paralléle a la voie NFkB. Son

inhibition conduit a I’arrét du cycle cellulaire en phase G1 (Stepkowski 2003).

Nos modeéles ex vivo et in vivo pourraient s’étendre a 1’¢tude d’autres souches virales
responsables d’infections congénitales malformatives tels que le parvovirus B19 ou le virus de

la rubéole et de tester de nouvelles combinaisons thérapeutiques contre ces virus.
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Résumé

L’herpés virus de type 5 ou cytomégalovirus humain (CMVH) est la 1% cause d’infection congénitale
malformative. Dans le monde, 1 % des nouveau-nés sont infectés par ce virus. L’infection congénitale 8 CMVH
est un probléme de santé publique majeur en raison des séquelles sévéres chez le feetus et le nouveau-né
(microcéphalie, hépatomégalie, avortement spontané) et de ’absence de traitements. A ce jour, les mécanismes de
transmission transplacentaire du virus de la mere au feetus restent encore a élucider. 11 existe plusieurs molécules
(ganciclovir, cidofovir, foscarnet, valaciclovir), actuellement utilisées pour traiter les maladies a CMV (rétinite,
pneumonie..). Ce sont toutes des inhibiteurs de la polymérase virale pUL54, protéine indispensable a la réplication
du virus dans la cellule hote. Ces traitements deviennent souvent inefficaces suite a 1’émergence de mutations de
résistance et sont responsables de toxicités cellulaires, les rendant inutilisables chez la femme enceinte.

Notre travail a consisté a développer deux modeles d’infection placentaire qui miment I’infection
placentaire in situ : un modele ex vivo et un modéle in vivo chez la souris. Ces modéles ont permis d’une part de
suggérer une voie de propagation du virus dans les villosités flottantes du placenta, et d’autre part, de tester
I’efficacité de sept nouvelles molécules anti-CMVH. Dans le but de réduire, voire d’éradiquer le virus dans les
cellules et de diminuer la probabilit¢ d’émergence de mutations de résistance, nous avons opté pour des
combinaisons thérapeutiques de ces nouvelles molécules qui ciblent des stades différents de la réplication virale
du CMVH. Six des sept molécules sélectionnées ont montré une forte capacité d’inhibition de ’infection CMVH
in vitro et ex vivo. Les combinaisons thérapeutiques améliorent 1’efficacité de chaque molécule administrée seule,
et peuvent parfois conduire a une inhibition de I’infection de plus de 90 %.

Nos résultats sont trés encourageants et indiquent que la bithérapie serait une approche thérapeutique
particulierement intéressante a développer et étudier pour éradiquer le CMVH dans la cellule héte.

Mots clefs : Cytomégalovirus, infection placentaire, modéle ex vivo, modeéle in vivo, artésunate, flavonoides,
maribavir, anti-Cdks

Abstract

Herpes virus type 5 or human cytomegalovirus (HCMYV) is the first cause of congenital malformation
infection. In the world, 1% of newborns are infected with this virus. Congenital HCMYV infection is a major public
health problem due to severe sequelae in the fetus and newborn (microcephaly, hepatomegaly, spontaneous
abortion) and the absence of treatments. So far, mechanisms of transplacental transmission from mother to fetus
remain to be elucidated. There are several molecules (ganciclovir, cidofovir, foscarnet, valaciclovir), currently
used to treat CMV disease (retinitis, pneumonia ..). These are all inhibitors of the viral polymerase pUL54,
essential protein for virus replication in the host cell. These treatments often become ineffective due to the
emergence of resistance mutations and are responsible for cellular toxicity, rendering them unsuitable for pregnant
women.

Our work consisted in develop two placental infection models that mimic in situ placental infection: an
ex vivo model and an in vivo mouse model. These models on one hand mimic a way of spreading the virus in the
floating villi of the placenta, and secondly, allowed to test the effectiveness of seven new anti-HCMV molecules.
In order to reduce or eradicate the virus in cells and decrease the likelihood of emergence of resistance mutations,
we opted for therapeutic combinations of these new molecules that target different stages of the viral replication
of HCMV. Six of the seven selected molecules showed strong inhibition of HCMV infection in vitro and ex vivo
capacity. Combination therapy improves the efficiency of each molecule administered alone, and can sometimes
lead to an inhibition of infection of over 90%.

Our results are very encouraging and show that the combination would be particularly interesting to study
and develop therapeutic approach to eradicate HCMV in the host cell.

Keywords: Cytomegalovirus, placental infection, ex vivo model, in vivo model, artesunate, flavonoids,
maribavir, anti-Cdks





